









The copyright of this thesis vests in the author. No 
quotation from it or information derived from it is to be 
published without full acknowledgement of the source. 
The thesis is to be used for private study or non-
commercial research purposes only. 
 
Published by the University of Cape Town (UCT) in terms 






















































I dedicate this thesis to all my Best Friends, 
Mentors, Supervisors and specially my 
Parents and family, who stand with smiling 












It  is  a  pleasure  to  thank  those who made  this  thesis  possible.  I  owe my deepest 
gratitude  to  my  supervisor,  the  best  supervisor  I  could  ask  for,  Prof.  Frank 
Brombacher for allowing me to work in his competitive yet very supporting team 
and  for  his  enthusiasm  and  guidance  to  achieve  this  milestone.  He  and  his 
administrative team (Ms. Dhuraiyah and Gloria) have been very supportive since 
my first day on August 25th 2008. 




shaped my scientific  insights by keeping science exciting  to  learn and carved me 
into  independent  thinker  by  providing  me  a  unique  opportunity  to  supervise 
students  while  still  a  graduate  student.  Above  all  he  is  very  good  friend  and 
mentor.  Since  my  arrival  in  Cape  Town  his  family  (including  his  mother)  have 
welcomed me at their home for Christmas and many other occasions. 
I would like to show my deepest gratitude to Dr. Pawan Sharma and Dr. Kanury 
V.  S.  Rao  for  shaping  my  interest  in  immunology  of  infectious  diseases  by 
providing me an opportunity to work in their research teams at ICGEB‐New Delhi, 
where I  learned so many techniques and made life time friends. I am indebted to 




regard,  and  I  am  indebted  to Dr.  David  Marais  for  his  expertise  in  the  field  of 
lipidemiology and critical  inputs  for the study.  I would  like to thank Assoc.  Prof. 
















My sincere  thanks goes  to medical nurses Ms.  Jenny Ross  (Lipid clinic) and Ms. 
Phyllisty  Smith  Murphy  (Desmond  Tutu  HIV  Foundation)  for  collecting  blood 
samples for the study. 
I  would  like  to  thank  Berenice  Arendse  (then  lab  manager), Wendy  Green, 
Zenaria  Abbas,  Rayaana  Fredericks,  Fadwah  Booley,  Rosa  Chang,  Hylton, 
Faried, Babele, Lizette Fick, Marilyn Tyler and Zoe Lotz for providing excellent 
technical  support.  A  special  thank  goes  to Hiram  Arendse, Rodney  Lucas  and 
animal facility staff members for providing an excellent service during the course 
of study. 
This  thesis would have  remained a dream had  it not been support of my  friends 
Umeshree, Natalie, Claire, Anita, Toinette, Nasiema, Wendy, Dunja, Andrew, 
Hlumani,  Alykhan,  Tiroyane,  Frank  K,  Bill,  Jaisubhash,  Phillipa,  Sumaiyah 
and Roanne  for outings and fellow lab members for motivation, advice and most 
of all good times. 
I  owe  special  thanks  to my  friend Liezel  Smith  and her  husband  for  being  very 
caring  and  supporting,  a  friendship  that  deepened  throughout.  A  special 
acknowledgement  goes  to my  office mate Ramona  Hurdayal.  She  is  true  friend 
ever since we began to know each other. I would like to thank her family for being 
so nice  to me,  especially  her mother  for  sending me  lunch, when  I wasn’t  in  the 
mood of cooking whatsoever. Needless to say that she is the one who is very close 
to  me.  And  her  hugs  will  always  missed  and  the  laughs  that  made  my  years 





and  Lionel  for  being  very  nice  host  during  my  short  visits.  My  deepest 
appreciation  goes  to  my  friends  from  ICGEB‐New  Delhi  and  Jaipur.  Siddharth, 
Pavanish,  Imran,  Niladri,  Hardeep,  Javed,  Kris,  Sachin,  Shashank,  Prashant, 














Jaipur  and Manendra,  Vikas,  Neel,  Gunjan,  Shaitan,  Arun,  Abishek,  Mayank, 
Sandeep and Harish for having lots of fun in Asthana Mansion. I wish to especially 
acknowledge the friendship with Namrata and Neha that began in Jaipur and grew 




Last  but  not  the  least;  I  owe  my  special  thanks  to  my  Grand  parents,  parents, 
brothers, wife and son for their unconditional  love and support. They have  lost a 






















Suraj  P.  Parihar,  Reto  Guler,  Dirk  M.  Lang,  Rethabile  Khutlang,  Musa  Mhlanga,  A. 
David Marais and Frank Brombacher           (In Revision) 
 
2.  Simvastatin‐induced  autophagy  result  in  protection  against  cutaneous 
leishmaniasis in mice  
Suraj P. Parihar, Mary‐Anne Hartley, Reto Guler, Ramona Hurdayal, A. David Marais 
and Frank Brombacher             (In preparation) 
 




























APCs -Antigen presenting cells 
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Cholesterol  has  been  shown  to  play  important  role  in  the  pathogenesis  and 
persistence  of  intracellular  pathogens.  Here,  we  modulate  host  cholesterol 
biosynthesis  pathway  using  pharmacological  agent  statins,  which  are  reversible 
inhibitors of HMG‐CoA reductase enzyme. The aim of the study was to investigate 
the  role  of  statins  in  inducing  host  protective  responses  against  intracellular 
pathogens.  We  report  reduced  growth  of  Listeria  monocytogenes  (LM)  and 
Mycobacterium  tuberculosis  (Mtb)  in  murine  macrophages.  We  show  prominent 
immunomodulatory  activity  induced  by  statins,  mainly  increased  phagosomal 
maturation and autophagy resulting in decreased bacterial growth in macrophages. 
Subsequently,  statin‐treated  mice  showed  decrease  in  bacterial  loads, 
accompanied  by  reduced  histopathology  in  the  acute  phase  of  infection  during 
listeriosis  and  tuberculosis.  Furthermore,  we  found  decreased  growth  of Mtb  in 
peripheral  blood mononuclear  cells  (PBMC) and monocyte‐derived macrophages 
(MDM)  isolated  from  patients with  familial  hypercholesterolemia  (FH)  on  statin 
therapy  when  compared  to  healthy  subjects.    Together,  our  results  show  that 














































agents  to  reduce  the  ultimate  damage  to  the  host.  There  are  two  arms  of  the 
immune system, namely the innate immune response and the adaptive immune 
response. Innate immune responses are broad and uniform in all species and are 
present  before  the  onset  of  infection.  Professional  phagocytes  for  example 
macrophages, dendritic cells and neutrophils along with  the skin barrier and a 
range of  antimicrobial  compounds  released by host  cells  are  crucial  for  innate 
immunity  which  comprises  the  first  line  of  defense.  In  contrast,  the  adaptive 





Macrophages  are  one  of  the  most  important  mediators  of  innate  immune 
responses.  This  feature  makes  them  a  key  contributor  of  the  antimicrobial 
artillery  of  the  innate  immune  response.  These  leucocytes  are  professional 
phagocytes,  which  bind  to  pathogens  for  ingestion,  resulting  in  subsequent 
killing. 
Macrophages  differentiate  from  circulating  blood  monocytes.  Resident 
macrophages  differentiate  in  their  local  microenvironment  and  are  widely 
distributed throughout the body. Activation and migration of other immune cells 
is greatly influenced by secretory products of macrophages that actively engage 
in  endocytic  and  degradative  processes.  The  elimination  of  intracellular 
pathogens  depends  on  cellular  interaction  between  macrophages  and  T 
lymphocytes.  T  cells  recognize  the  processed  antigen  displayed  on  surface  of 
macrophages via MHC II that in turn induce production of cytokines such as IFN‐
γ  by  T  cells  and  Natural  Killer  T  cells  (NKT).  The  secretion  of  IFN‐γ  lead  to 
production  of  IL‐12  by  macrophages  that  differentiate  naïve  T  cells  into  T 














The  gene  expression  profile  and  cellular  activities  of  macrophages  are 
exceptionally  varied  under  a  homoeostatic  or  host  defense  scenario.  This 







digestion  of  ingested  pathogens.  To  perform  this  vital  function,  these  cells 
require crosstalk between pathogens and macrophage membrane receptors for 
downstream signalling and  further activation of macrophages  for host  effector 








The  extracellular  location  of  PRR  enables  targeting  of  microbes  or  microbial 
components  in  extracellular  fluids  (blood  and  tissue  fluids)  leads  to  their  lysis  or 
removed  via  phagocytes.  Binding  of microbial  components  to  PRR  triggers  signalling 
pathways  that promotes  inflammation and particularly  in  case of  scavenger  receptors 













TLRs  are  known  as  pattern  recognition  receptors  (PRR),  which  recognize 
pathogen‐associated molecular patterns (PAMP) and they play a crucial role  in 







      Receptors of the innate   immune system    
Receptor  Location  Target  Source 
Effect of 
recognition 
Complement  Bloodstream  Microbial cell    
Complement 
activation, 
   tissue fluids  wall components     opsonization 
              
Mannose‐
binding  Bloodstream  Mannose‐containing  cell walls 
Complement 
activation, 
lectin (MBL)  tissue fluids  microbial carbohydrates     opsonization 
              
C‐reactive  Bloodstream  Phosphatidylcholine  microbial 
Complement 
activation, 
protein (CRP)  tissue fluids     membranes  opsonization 
              
LPS‐binding  Bloodstream  Bacterial  LPS 
Delivered to cell 
membrane 
protein (LBP)  tissue fluids  lipopolysaccharide      LPS receptor 










      LPS, Yeast cell‐wall    
dendritic cells. 
Induce 
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dendritic cells. 
Induce 














         gram‐(‐) 
dendritic cells. 
Induce 














           
dendritic cells. 
Induce 











(many)     gram‐(+)/(‐) bacteria     endocytosis 
      apoptotic host cells       












   Receptors   of the adaptive immune  system    






   Blood, tissue  of pathogen    
destruction and 
removal 
   fluids          










      lipids of pathogen     immunity 
Adapted and redrawn from Immunology Kuby (2002) 
TLR‐induced activation of  transcriptional activities results  in  the production of 
various  cytokines  to  generate  an  inflammatory  response, which  attracts  other 
macrophages and neutrophils to the site of infection. Therefore, TLRs link innate 
and  acquired  immunity  (Akira  and  Takeda  2004).  Activated  macrophages 










































































































































Cytokines  are  low‐molecular  weight  secretory  proteins  released  by  various 
immune  cells  and  are  a  category  of  signaling molecules  that  enhance  cellular 
immune  responses  and  are  immunomodulating  agents  (Vilcek  1998).  The 




Activated  macrophages  produce  various  cytokines  in  response  to  a  stimulus, 
which  are  important  inflammatory  mediators.  These  cytokines  include  tumor 
necrosis  factor  alpha  (TNF‐α),  IL‐1  and  IL‐6.  Both  IL‐1  and  TNF‐α  induce 
expression of endothelial adhesion molecules. For instance, induced expression 
of  E‐selectins  via  TNF‐α  results  in  selective  binding  of  endothelial  adhesion 
molecules  to  adhesion  molecules  on  the  surface  of  neutrophils  (Kelly, 
Goldschmidt‐Clermont  et  al.  1998).  Integrins  on  circulating  lymphocytes  and 
monocytes are recognized and bind via ICAM‐1 and VCAM‐1 adhesion molecules 
expressed  in  presence  of  IL‐1  (Zapolska‐Downar,  Siennicka  et  al.  2004).  In 




activator of Nuclear Factor‐kappa B  (NF‐kB), which  translocate  to nucleus and 
induce  transcription  of  target  genes  (IL‐1,  IL‐6  and  TNF‐α).  Moreover,  TNF‐α 
and  IFN‐γ  activate  macrophages  to  enhance  their  phagocytic  activities  and 
release hydrolytic enzymes in extracellular tissue spaces (Leenen, Canono et al. 
1994). The systemic infections are characterized by enhanced production of IL‐6, 
which  activates  the  liver  to  produce  acute  phase  proteins.  This  cytokine  is 
secreted  by  macrophages  as  a  pro‐inflammatory  marker  of  tissue  damage  or 
infection.  It  has  been  reported  that  IL‐6  up‐regulates  expression  of  M‐CSF 
receptor on monocytes to consume their own M‐CSF, the interaction between IL‐














There  are  distinct  subset  of  macrophages,  which  regulates  inflammation  and 
wound  healing.  Because  there  is  great  overlap  in  surface  markers  expression 
between  the  different  macrophage  subsets,  several  macrophage  subsets  with 
distinct  functions have been described. Classically activated (M1 macrophages) 




(NO),  reactive  oxygen  species  (ROS),  IL‐1  and  TNF.  Alternatively  activated 
macrophages (M2 macrophages) are activated by the Th2 cytokines such as IL‐4 





















Classical  activation  of  macrophages  is  induced  by  Th1  cytokines  such  as  IFN‐γ  in 
combination with microbial  stimulus  (LPS).  Classically  activated macrophages  have  a 
pro‐inflammatory  and  antimicrobial  phenotype.  Alternative  and  regulatory 
macrophages  are  activated  by  Th2  cytokines  (IL‐4/IL‐13).  Alternatively  activated 
macrophages have an anti‐inflammatory phenotype and produce high amounts of IL‐10. 



























Cholesterol,  an  integral  part  of  plasma  membranes,  is  crucial  for  fluidity, 





Pick  type  C  and  atherosclerosis  (Maxfield  and  Tabas  2005).  Cholesterol  is 
synthesized by the endoplasmic reticulum (ER) and delivered to the membranes 
and  other  organelles  via  vesicular  and  non‐vesicular  transport  (Maxfield  and 
Wustner 2002; Vainio and Ikonen 2003; Soccio and Breslow 2004). Nearly 40% 
(van Meer 1989) to 90% (Lange, Swaisgood et al. 1989) of cellular cholesterol is 





through  High  Density  Lipoproteins  (HDL),  known  as  “good  cholesterol”  as  it 
extract  cholesterol  from peripheral  tissues. HDL does  not  stick  to  the walls  of 
arteries  and  cholesterol  is  then  transferred  to  the  liver  for  the  excretion. 
Cholesterol  is  delivered  to  the  tissues  via  Low  Density  Lipoproteins  (LDL) 
known as “bad cholesterol” they stick to the wall of arteries lead to development 
of plaques. LDL is strongly associated with the risk of heart diseases. Similarly, 
smaller  amount  of  cholesterol  can  also  be  delivered  to  tissues  via  Very  Low‐




cholesterol  known  as  caveolins,  (Bloch  1965).  The  cellular  uptake  of  the 


















caveolae  or  the  insoluble  membrane  fraction  including  glycosphingolipid‐
enriched  membrane  domains  (GEMs),  detergent‐resistant  membranes  (DRM) 
and the Triton‐insoluble floating fraction (TIFF) of the membranes (Simons and 
Ikonen  1997;  Rodgers  and  Zavzavadjian  2001).  The  phospholipids  of  the 
membrane bilayer are highly ordered in these regions thereby regulating signal 
transduction,  whereas  disordered  domains  are  easily  penetrated  by  water 
molecules,  other  small moieties  and  are  susceptible  to  even weak  detergents. 






levels  are  vital  for  cellular  functions  whereas  sub‐optimal  or  higher  levels  of 
cholesterol  are  detrimental  to  normal  cellular  physiology  (Ikonen  2006). 
Membranes  of  macrophages  need  to  be  dynamic  in  order  to  efficiently 




that  bind  to  cholesterol  containing  low‐density  lipoproteins  (LDL)  which  are 
subsequently  internalized  for  lysosomal  degradation.  Following  lysosomal 
degradation, cholesterol is released in cytosol and transported to the ER and the 
accumulation  of  cholesterol  on  the  ER  in  turn  decreases  Hydroxy‐methyl‐
glutaryl  Coenzyme  A  (HMG‐CoA)  reductase  activity  via  the  sterol  regulatory 
element‐binding  protein  (SREBP)  pathway  as  summarized  (Figure  3).  To 

















which plays  an  important  role  in  cholesterol metabolism via  internalization of 
lipoproteins  containing ApoE  (Eck, Oost  et  al.  2005).  VLDLR  is well‐conserved 
receptor  present  in  human  (Sakai,  Hoshino  et  al.  1994)  and  mice  (Gafvels, 
Paavola et al. 1994) and vastly expressed in heart, adipose tissue, brain, placenta 
and  skeletal  muscles  (Takahashi,  Kawarabayasi  et  al.  1992;  Oka,  Tzung  et  al. 
1994). The expression of VLDLR on macrophages uncovered its potential role in 
foam cell formation that results in progression of atherosclerosis (Tiebel, Oka et 
al.  1999).  The  VLDLR  expression  is  markedly  increased  on  macrophages  of 
rabbits feed on cholesterol diet (Hiltunen, Luoma et al. 1998). The mice deficient 
for  VLDLR  gene  showed  marked  reduction  in  obesity  and  adipose  tissue 
deposition (Goudriaan, Tacken et al. 2001). These results indicates physiological 
role of  this  receptor  in delivering  fatty  acids  in peripheral  tissues. VLDLR also 
have  been  implicated  in  triglyceride  metabolism  via  lipoprotein  lipase  (Lpl) 





In addition  to LDLR, macrophages also express  scavenger  receptors  (SRs)  that 
can  internalize modified  lipoproteins and stored  in the cells as CE  lead to  lipid 
loading  (Matsuura,  Hughes  et  al.  2008).  In  cytoplasm  CE  is  further  converted 
into  free cholesterol  (FC). FC  is exported via activation of  transcription  factors 
such  as  peroxisome‐proliferator‐activated  receptors  (PPARα)  and  liver  X 
receptors  (LXRs),  which  up‐regulate  Nickmann  Pick  cell  (NPC)  type  1/2  gene 
expression.  Leading  to  enhance  cholesterol  levels  in  the  membrane  (Tabas 
2000),  which  in  turn  efflux  via  the  ABC  (ATP‐binding  cassette)  transporter 












cholesterol  to  ACAT  that  prevent  accumulation  of  cholesterol  as  CE  in  the 
cytoplasm  (Argmann,  Sawyez  et  al.  2003;  Chinetti,  Lestavel  et  al.  2003).  The 
cholesterol  efflux  is mediated by apoAI  that  is  induced by ABCA expression  to 
preβ‐HDL  or  nascent  HDL,  once  loaded  with  cholesteryl  esters  via  lecithin 
cholesterol  acyl  transferase  (LCAT)  nascent  HDL  is  converted  to  mature  HDL 
(Rader 2006). HDL transports cholesterol from macrophages/peripheral tissues 
to  the  liver  process  known  as  reverse  cholesterol  transport  (RCT).  In  liver 
cholesterol  is  secreted  as  such  or  secreted  post  conversion  into  bile  acids 
(Chinetti, Fruchart et al. 2006). In addition, cholesterol efflux is also mediated by 






regulatory  element‐binding  protein  pathway  (SREBP)  in  ER which  suppress  the  gene 
expression of HMG‐CoA reductase to decrease cellular de novo cholesterol biosynthesis. 
Transcription  factors  such  as  PPARα  and  LXR  which  trigger  efflux  of  cholesterol  via 
NPC1/2  genes  and  ABCs  (ATP‐binding  cassette)  transportes.  Hence,  decrease  the 
availability of free cholesterol (FC) to store in the form of cholesteryl esters (CE) by the 
action  of  ACAT  enzymes.  Free  cholesterol  also  transported  by  the  action  of  PKC  via 
membrane diffusion. Extracellular cholesterol is then loaded into HDL and transported 
to the liver for subsequent bile acid synthesis or excreted. (Modified from Goldstein, J.L, 
Brown,  M.S,  2009,  Arterioscler  Thromb  Vasc  Biol,  29:431,  Chinetti,  G  et  al.,  2006, 

















Market  2011).  Overwhelming  success  of  statins  is  due  to  our  current 
understanding  of  the  low‐density  lipoproteins  (LDL)  pathway  that  contributes 
to  coronary  heart  diseases  and  atherosclerosis.  Targeting  key  enzymes  of  this 
pathway  strikingly decreases LDL‐cholesterol  levels  and  cardiovascular  events 
(Brown and Goldstein 1996). This  is an  important  finding since heart diseases 
are  the  number  one  killer  in  humans.  Hypercholesterolemia  an  asymptomatic 
disorder,  results  in  higher  serum  cholesterol  levels.  An  increased  level  of 
cholesterol,  particularly  LDL,  delivers  cholesterol  in  the  peripheral  tissues, 
resulting  in  the  deposition  on  the  endothelium.  This  is  a  major  contributing 



























Parameter     Simva‐  Atorva‐  Fluva‐  Lova‐  Rosuva‐  Prava‐ 
      ‐statin 
Tmax (Hr)     1.3‐2.4  2‐3  0.5‐1  2‐4  3  0.9‐1.6 
                       
Cmax (ng/ml)     10‐34  27‐66  448  10‐20  37  45‐55 
                       
Solubility     Lipophilic  Lipophilic  Lipophilic  Lipophilic  Hydrophilic  Hydrophilic 
                       
T1/2 (Hr)     2‐3  15‐30  0.5‐2.3  2.9  20.8  1.3‐2.8 
                       
Bioavailibility 
(%)  5  12  19‐29  5  20  18 
                       
Protein 
Binding (%)  94‐98  80‐90  > 99  > 95  88  43‐55 
                       
Metabolism     CYP3A4  CYP3A4  CYP2C9  CYP3A4  CYP2C9  Sulphation 
                       
Metabolites     Active  Active  Inactive  Active  Active  Inactive 
                       
Transporter 
Protein  Yes  Yes  No  Yes  Yes  Yes/No 
Substrate                      
                       
Urinary 
Excretion (%)  13  2  6  10  10  20 
                       
Fecal 
Excretion (%)  58  70  90  83  90  71 
Based on 40mg dose. Cmax = maximum concentration, T1/2 =half‐life and Tmax =  time  to 




































High  cholesterol  can  be  inherited  from  parents.  The  most  common  form  of 
hereditary cholesterol is familial hypercholesterolemia (FH), a single gene point 
mutation  that  leads  to  a  defect  in  the  binding  of  LDL  to  LDLR  resulting  in 
elevated  levels  of  serum  cholesterol  levels  (Goldstein  1995).  People  with  this 
disorder  can  have  4  times more  cholesterol  levels  than  healthy  subjects.  Such 
high  levels  of  cholesterol  may  lead  to  early  heart  attacks  and  fatalities.  It  is 
noteworthy to mention that South Africa has one of the highest prevalence (1 in 
100) of  FH  in  the world  among white Afrikaner,  due  to  founder  gene  effect  in 












known  as  familial  dysbetalipoproteinemia  or  familial  combined 
hyperlipoproteinemia,  which  is  a  defect  in  ApoE,  results  in  an  impaired 
clearance  of  VLDL,  chylomicron  and  LDL  from  the  circulation  (Veerkamp,  de 
Graaf  et  al.  2002;  Ayyobi, McGladdery  et  al.  2003).  This  is  leading  to  elevated 
levels of both cholesterol and triglycerides. 
Patients  with  high  cholesterol  levels  and  FH  are  treated  with  cholesterol 
lowering drugs such as statins, along with little modification in diet, exercise and 
constant  weight  monitoring.  Statin  is  also  prescribed  in  conjunction  with 
nicotinic acid in patients with high residual triglyceride levels, though they have 
reached the range of normal LDL levels (Vogt, Kassner et al. 2006). 
Other  potential  benefits  of  statins  have  been  reported  and  there  is  an  ever‐
increasing  interest  in  lipid  independent  uses  of  statins.  The  latent  outcome  of 
prolonged  statin  therapy  on  other  diseases  such  as  cancer  and  autoimmune 
diseases  is  of  great  interest.  Since  statins  are  widely  used  and  well‐tolerated 




not  devoid  of  side  effects  because  they  do  interact  with  other  drugs.  Major 
clinical  trials  excluded  subjects  with  statin  intolerance  and  enhanced  liver 




All  statins  can  cause  muscle  problems.  Myopathy  is  defined  as  any  disease 
associated with muscles. Myalgia is used for any muscle weakness or ache with 

















that have  their own effect on muscles. Myalgia  is  the most common side effect 
and occurs  in almost 7% of  total  statin users. The degree of myalgia  increases 
with lipophilicity, dosage and the cholesterol lowering potency of statins. Among 
statins  in  the  market,  atorvastatin  and  simvastatin  have  the  myotoxicity  rate 
(Oskarsson  2011).  Severe  ailments  like  rhabdomyolysis  and myositis  are  rare 
side effects of statins with an occurrence of 1.6 and 5 respectively per 100 000 
individuals results similar  to placebo groups. Cerivastatin has been withdrawn 
from  the  market  due  to  its  severe  side  effects  leading  to  myositis  and 
rhabdomyolysis (Gillett and Norrell 2011). An adverse effect on muscles is due 
to  inhibition  of  protein  prenylation  and  farnesylation.  Ubiquinone  (coenzyme 
Q10), a prenylated protein crucial for vital health shows decrease levels with the 
use  of  statins.  Recent  findings  suggest  that  statin‐mediated  inhibition  of  Rab1 
GTPase  and  impaired  ER  to  golgi  bodies  (GB)  transport  results  in  toxicity  in 










risk  of  liver  failure  is  approximately  1  percent,  which  is  similar  to  levels  in 
subjects administered with placebo. Statins mediated increase in liver enzymes 
is  clinically  asymptomatic  (less  than  3  times  of  upper  levels).  Increased  liver 
enzymes like alanine/aspartate transaminases are not true indicators of hepatic 
injury  since  transaminases  can  be  higher  with  chronic  viral  hepatitis  or  non‐
alcoholic  fatty  liver  disease.  The  best  proper  indicator  of  hepatic  injury  is  the 
serum  bilirubin  level.  However,  the  National  Lipid  Association  recommends 
















interact  with  cytochrome  P450.  This  interaction  leads  to  inhibition  of  statin 
elimination  from  the  circulation  and  leads  to  increased  serum  levels  of  statin 








































However,  lipid  independent  effects  of  statins  have  been  reported  such  as 
induction  of  endothelial  nitric  oxide  which  is  important  for  vasodilation  and 
inhibit platelet aggregates at site of plaques (Kaesemeyer, Caldwell et al. 1999). 
Statin‐mediated  increased  bone morphogenic  protein‐1  (BMP‐1)  leads  to  new 
bone  formation,  a  potential  application  of  statin  in  treatment  of  osteoporosis. 
Besides  bone  formation,  statins  also  suppress  bone‐eating  osteoclast  cells 
(Mundy,  Garrett  et  al.  1999;  Ayukawa,  Yasukawa  et  al.  2009).  Other  lipid 
independent activities of  statins  include  increased activity of  endothelial nitric 
oxide  synthase  (eNOS)‐dependent  Akt  kinase  that  promotes  formation  of  new 
blood vessels (angiogenesis), a benefit  for  ischemic tissues (Kureishi, Luo et al. 
2000).  More  recently,  benefits  of  statins  have  been  implicated  in  cancer  via 
inhibition  of  proliferation  and  invasion  of  cancer  cells  (Glynn,  O'Sullivan  et  al. 
2008).  Pleiotropic  effects  of  statins  have  gained  much  attraction  recently,  as 
some  benefits  from  statins  are  independent  of  lipid  lowering  abilities.  These 
beneficial effects  could be attributed  to  inhibition of protein  farnenylation and 
prenylation,  an  intermediate  arm  of  the mevalonate  pathway  crucial  for  post‐
translational modifications of proteins (Figure 4). Statins have also been shown 
to modulate cytokine‐mediated induction of cell adhesion molecules (CAMs) via 
G  protein,  which  is  regulated  by  protein  prenylation  (Sadeghi,  Collinge  et  al. 















Statins  inhibits  HMG‐CoA  reductase  to  prevent  synthesis  of  mevalonate  and  in  turn 
cholesterol. (Adapted from Plos Biology, Mathieu Blanc, et.al, 2011) 
Elevated  levels  of  serum  high‐sensitivity  C‐reactive  protein  (hs‐CRP)  is  an 
inflammatory biomarker and an early indicator of coronary heart diseases. This 
acute  phase  protein  is  released  by  the  liver  in  response  to  IL‐6  and  indicates 
minor systemic  inflammation. Statin  therapy reduces plasma concentrations of 
hs‐CRP  independent  of  LDL  cholesterol  (Liao  and  Laufs  2005).  Hs‐CRP  in 
conjunction  with  LDL‐cholesterol  accumulates  within  plaques,  leading  to 
progression  of  atherosclerosis.  More  recently,  it  has  been  shown  that  topical 




















In  mouse  model,  cerivastatin  and  simvastatin  increased  survival  of 
lipopolysaccharide‐induced  sepsis  in mice  (Ando,  Takamura  et  al.  2000; Merx, 
Liehn  et  al.  2004).  Similarly,  growth  of  Salmonella  enterica  was  reduced  in  a 
murine macrophage cell line and in mice following treatment with lovastatin and 
atorvastatin  respectively  (Catron,  Lange  et  al.  2004).  Moreover,  mice 
administered with  simvastatin were  also  able  to  control  growth  of  Chlamydia 
pneumoniae  (Erkkila,  Jauhiainen  et  al.  2005).  In  contrast,  recent  findings  in 










In mouse models,  Epstein–Barr  virus  (EBV)‐induced  tumor  formation  in  SCID 
mice was  reduced  following  treatment with  simvastatin  resulting  in  increased 























mediated  endocytosis  decreased  after  synchronized  inhibition  of  endogenous 




an  additional  mechanism  involved  in  the  statin‐mediated  beneficial  effects. 
Potential anti‐inflammatory effects of statins have been shown on monocytes of 
chronic pre‐dialysis  patients with marked  reduction  in  IL‐6  and  IL‐8 has been 
observed  including  inflammatory  markers  such  as  C‐reactive  protein  (CRP) 
(Panichi, Paoletti et al. 2006).  In contrast,  statins have no mortality benefits  in 
patients with end‐stage renal diseases (ESRD) or uremia where mortality is due 
to  cardiovascular  ailments,  as  a  result  of  excessive  accumulation  of  toxic 
metabolites  in  circulation  (Karumanchi  and  Thadhani  2010).  Statins  are 
inhibitors of T and B cell proliferation in vitro (Lawman, Mauri et al. 2004; Blank, 
Schiller  et  al.  2007).  Statins  also  inhibit  monocytes,  negatively  regulate 
chemokine  receptors  on  T  and  B  cell  surfaces  and  induce  some  pro‐
inflammatory  cytokines,  indicating  their  immunomodulatory  capabilities 
(Neuhaus,  Strasser‐Fuchs  et  al.  2002).  Multiple  organ  dysfunction  syndrome 
(MODS)  is  caused  by  consecutive  failure  of  organs  after  onset  of  sepsis  or 



























and pro‐inflammatory  responses  (Leung,  Sattar  et  al.  2003). Given  the modest 
toxicity  associated  with  atorvastatin,  this  statin  has  been  implicated  in 
delivering  protection  against  graft‐versus  host  diseases  in  transplants  by 
polarization  of  Th2  responses  and  suppression  of  Th1 polarization  along with 
down regulation of MHC II and co‐stimulatory molecules on antigen presenting 
cells  (APCs) of  recipients  (Zeiser, Youssef  et  al. 2007).  Statins do possess anti‐
inflammatory  and  inhibitory  effects  on  acute  phase  proteins  which  could  be 
beneficial  in  combating  systemic  lupus  erythematosus  (Wierzbicki  2001). 
Statins positively regulate type1 diabetes mellitus by preventing self‐reactive T 
cells  and  established  sugar  levels  in  mice  developing  diabetes  (Brumeanu, 




























Listeria  is  one  of  the  most  widely  used  organisms  to  study  host  immune 
responses due to its contribution to cell specific responses and its short course 
of  infection  (Pamer  2004).  Here,  we  studied  listeriosis  as  a  short  model  to 
investigate  potential  outcome  on  tuberculosis  infection,  a  long‐term  bacterial 
disease.  Both  share  a  common  feature  of  infecting macrophages.  Despite  this, 
however,  the  immune  evasion  mechanisms  vary  to  a  large  extent  in  these 
pathogens. 
5.1 Listeriosis 
Listeriosis  is  a  food‐borne  infectious disease  caused by Listeria monocytogenes 
an  intracellular,  gram‐positive  bacillus,  0.4‐1.5  μm  in  size  that  thrives  in  all 
natural habitats. The natural niche of  the genus Listeria  is understood to be  in 
decomposing  plant  matter  where  they  live  as  saprophytes.  They  do  not  form 
spores, have no capsule and are motile at 10‐25°C. The genus Listeria  includes 
six  species  and  two  of  these  L.  monocytogenes  and  L.  ivanovii  are  potentially 
pathogenic.  The  clinical  symptoms  of  listeriosis  include  gastroenteritis, 




as  the etiological agent of  septicemia  in rabbits and guinea pigs. The organism 
Listeria  was  named  Listerella  hepatolytica  after  British  surgeon  Joseph  Lister. 
The first case of human listeriosis was diagnosed in Denmark in 1929. However, 
in  1921  the  first  recorded  culture  of  Listeria  monocytogenes  was  isolated  in 
France from a meningitis patient (Dumont 1921). In 1983 the series of epidemic 
outbreaks of  listeriosis  in North America and Europe established Listeria as an 
important  food  borne  pathogen.  Listeria  infects  humans  by  consumption  of 
contaminated  food  products  including  soft  cheese,  sausages,  patties,  dairy 
products, smoked fish, salads and in general industrially produced, refrigerated 
ready‐to‐eat food products that do not have to be cooked or re‐heated. Listeria 
occurs  ubiquitously  in  rural  environments  and  contaminates  all  raw materials 














makes  it  a major  threat  to  food  industries  attributed  to  its  adeptness  to  high 
concentration  of  salts,  comparatively  low  pH  and  is  able  to  proliferate  at 
refrigerated temperatures. Though, listeria infection is relatively rare but often‐
severe disease with high fatality rate of 20‐30% among reported cases. 
Repeated  outbreaks  of  Listeriosis  remind  it  is  more  deadly  than  well‐known 
pathogens  such  as  Salmonella  and  E.coli.  For  example,  in  2000  a  Listeriosis 
outbreak in France claimed the life of 7 individuals and 26 infected (WHO 2000). 
In  2008,  the  widespread  outbreak  of  Listeriosis  from  Maple  leaf  food  left  22 
people dead and 57  infected  in Canada  (CFIA 2009). More  recently, multistate 
outbreak  of  Listeriosis  in  the  State  of  Colorado  caused  by  contaminated 




On  October  24,  2011,  a  total  of  133  persons  infected with  any  of  the  four  outbreak‐
associated  strains  of  Listeria  monocytogenes  have  been  reported  to  CDC  from  26 
states.  All  illnesses  started on or after  July 31, 2011. The number of  infected persons 
identified in each state is as follows: Alabama (1), Arkansas (1), California (2), Colorado 
(37), Idaho (2), Illinois (3), Indiana (3), Iowa (1), Kansas (10), Louisiana (2), Maryland 


















Despite,  Listeriosis  is  being  of  rare  occurrence  it  has  been  one  of  the  most 
extensively studied infection model especially for the study of innate immunity 
(Unanue 1997; Unanue 1997). LM can infect any cell type but this bacterium has 
a peculiar  affinity  to  the meninges  causing  fatal meningitis.  Initial  exposure  to 
LM  is  controlled  at  the  cellular  level  by  a  strong  pro‐inflammatory  innate 
immune response orchestrated by neutrophils, macrophage (Conlan and North 
1994) and NKT cells. At the site of infection LM is internalized by macrophages 
(day1),  which  in  turn  release  IL‐12  and  TNF‐α,  which  further  stimulates 
production of IFN‐γ by NKT cells. The production of IFN‐γ and TNF‐α is required 
for essential primary defense against listeria infection (Pfeffer, Matsuyama et al. 
1993;  Rothe,  Lesslauer  et  al.  1993;  Harty  and  Bevan  1995).  Activation  of 
macrophages also secretes nitric oxide (NO), a key microbicidal  factor that can 
kill  both  intracellular  and  extracellular  pathogens  effectively  (Shiloh, 
MacMicking  et  al.  1999;  Serbina,  Salazar‐Mather  et  al.  2003).  Further  influx  of 
macrophages at  the site of  infection promotes  the  formation of granulomatous 
lesions.  Innate  immune  response declines  and  recruitment of T  cells  (Th1 and 
cytotoxic  T  cells)  at  the  site  of  infection  following  6‐7  days  leads  to  complete 
eradication of  pathogen  in host, mediated by  the  adaptive  arm of  the  immune 






biology.  Mostly  LM  are  encountered  by  professional  phagocytes  namely 
macrophages and dendritic cells (Westcott, Henry et al. 2010), which passively 
internalize  bacilli.  The  phagocytosis  of  LM  can  be  mediated  by  the  opsonin‐













CR3/C1qR  complement  receptors  (Drevets,  Leenen  et  al.  1993;  Kolb‐Maurer, 
Pilgrim  et  al.  2001).  In  contrast,  the  opsonin‐independent  pathway  involves 
recognition of  lipotechoic acid by the scavenger receptor (SR) on macrophages 
(Dunne,  Resnick  et  al.  1994).  LM  also  exploits  its  α‐D‐galactose  to  invade 
dendritic cells. However, LM can also infect non‐professional phagocytes by the 
bacterial  proteins  internalin  A  or  B  (InlA,  InlB),  which  induce  binding  via  to 
receptors  on  the  surface  of  host  cells.  The  majority  of  non‐phagocytic  cells 
express InlB receptors that mediate bacterial entry by actin rearrangement and 
the Met‐signaling pathway. Met is a protein tyrosine kinase that is expressed by 




engagement  of  receptors with  listeria  initiate  downstream  signal  transduction 







single  amino‐acid  change  in  E‐cadherins  inhibit  it’s  binding  to  InlA.  Similarly,  InlB 
cannot  activate  Met  pathway  in  guinea  pigs  and  rabbit  in  an  undefined  manner. 














Once  internalized,  LM  grows  rapidly  in murine macrophages  and most  of  the 
internalized bacilli are killed during the first hour of infection. However, 14% of 
the  internalized  bacteria  escape  to  cytoplasm  during  the  first  hour  (de 
Chastellier and Berche 1994), which is attributed to the unique feature of LM to 
escape  phagosomes  by  secreting  the  pore‐forming  cytolysin  known  as 
listeriolysin O (LLO). Listeriolysin is a cholesterol‐dependent family of cytolysins, 
which  inserts  into  the  vacuolar  membrane  by  binding  cholesterol  and  forms 
pores  that  results  in  the  phagosomal  membrane  disruption  (Mengaud, 
Chenevert et al. 1987) and in addition it also express two phospholipases, PlcA 
and PlcB which help bacteria to escape  into the cytoplasm, a strategic move to 
evade phagosomal degradation. Once,  in  the  cytosol  LM  replicates quickly  and 
bacterial  protein  ActA  (Kocks,  Gouin  et  al.  1992)  which  hijack  host  actin 




to  its  capture  in  a  double‐membrane  vacuole.  LM  expresses  an  enzyme 
lecithinase,  an  extracellular  phosphoryl‐choline  phospholipase  C  (PlcB)  and  a 
secretary zinc metalloproteinase  to escape  the secondary vacuole of  the newly 
invaded  cell  (Vazquez‐Boland,  Kocks  et  al.  1992).  Then,  LM  secretes  LLO  that 
leads to discharge from the phagosome in order to retain the intracellular cycle 
as described above. As another level of control, LLO is activated by host factor, γ‐
interferon‐inducible  lysosomal  thiol  reducatse  (GILT),  only within  the  vacuole. 
The lack of GILT leads to delayed escape of the pathogen from the vacuole (Singh, 
Jamieson et al. 2008). However,  listeria can undergo a slow proliferative phase 





















Tuberculosis  is  an  air  borne  infectious  disease. Mycobacterium  tuberculosis,  a 
highly,  successful,  gram‐positive,  acid‐fast  bacterium  is  the  causative  agent  of 
the disease.  It  is  still  a  leading cause of death  in developing countries,  claimed 
1.7 million  lives  globally  in  2009  (WHO  2010)  (Figure  7).  The  bacterium  has 
evolved  with  the  host  and  discontinued  drug  regimens,  poor  patient 
management  and  diagnosis  has  led  to  the  emergence  of  multi‐drug  resistant 
(MDR)  and  extensively  drug‐resistant  (XDR)  strains.  Furthermore,  infection 
increases  susceptibility  to  HIV  that  worsens  the  scenario  by  contributing  to 
mortality and is difficult to treat especially in African continent. The bacterium is 




























BALB/c  mice  (Medina  and  North  1998;  North  and  Medina  1998),  indicating 
C57BL/6  mice  control  replication  of  tuberculosis.  Inhalation  of  100 
mycobacterium leads to  linear  log phase  increase  in growth up to 10,000 folds 
by  3  weeks,  followed  by  stationary  phase  to  control  infection,  reflecting 




The  inhaled  mycobacteria  ingested  by  alveolar  macrophage,  which  can  also 
disseminate in deeper tissues (Leemans, Juffermans et al. 2001) and eventually 
lyse  to release bacteria  that  leads  to generate cell‐mediated  immune response. 
Infected  alveolar  macrophages  produce  chemo‐attractants  like  MCP‐1  and 
RANTES and pro‐inflammatory cytokines like TNF‐α and IL‐1 via activation of a 
transcription  factor  NF‐kB,  which  in  turns  leads  to  further  infiltration  of 
monocytes  to  site  of  infection  to  form  hypoxic  aggregates  of  cells  known  as 
granuloma  (Flynn  and  Chan  2001).  In  granulomatous  environment  activated 
antigen‐presenting cells (APCs) delivers antigen to the periphery of granuloma 



















growth  of  phagocytosed  bacilli  and  contain  infection.  However,  role  of  nitric 
oxide in human remains subject of controversy. 
Mycobacteria escape its destruction by hijacking many host factors, one of which 
targets  the  most  decorated  cells  in  terms  of  wide  range  of  surface  receptors, 
professional phagocyte ‐macrophages, which guaranteed the uptake of pathogen. 
The  receptor‐ligand  interactions  were  enhanced  in  presence  of  cholesterol, 
which has been implicated to act as docking site for pathogens on macrophages 
and neutrophils  (Gatfield and Pieters 2000; Peyron, Bordier et al. 2000). Once, 
internalized  mycobacterium  particularly  arrest  phagosomal  degradative 
pathway at early  stage, which prevents  fusion with  lysosomes and subsequent 
acidification  by  modulating  influx  of  protons  into  phagosomes  via  ATPase 
(Armstrong  and  Hart  1975;  Sturgill‐Koszycki,  Schlesinger  et  al.  1994;  Ferrari, 
Langen et al. 1999). In addition, to that mycobacteria also inhibit apoptosis and 
macrophage bactericidal  functions  (Cosma,  Sherman  et  al.  2003).  This  enables 
pathogen  to  evade  microbicidal  activity  of  macrophages  thereby  creating  a 
hostile  niche  in  early  endosomes  of macrophages.    At  this  stage mycobacteria 
harness iron from the host via its iron scavenging molecules for its intracellular 
survival  under  nutrient  and  oxygen  deprived  condition  in  phagosomes  and 







Macrophages possess  antimicrobial  functions during  in  vitro  conditions  (Suter 
1952). Mycobacterium invades macrophages via variety of cell surface receptors. 
For  example,  complement  receptors  (CRs),  Fcγ  receptors  and  mannose 
receptors (Ernst 1998; Cambi, Koopman et al. 2005). The ability of mycobacteria 
to  interact  with  diverse  receptors  attributed  to  its  multifaceted  cell  wall 
(Brennan  and  Nikaido  1995).  Receptor‐specific  entry  determines  the  fate  of 












inhibition  of  macrophage  activation,  a  key  process  to  control  infection  and 
generate adaptive immune response. In contrast, entry via Fc receptors leads to 




1)  in  response  to  infection  (Baeuerle  and  Henkel  1994;  Medzhitov,  Preston‐
Hurlburt  et  al.  1997).  Differential  role  of  TLR4  and  TLR2  are  reported  in 
macrophages and in mice when challenged with non‐pathogenic Mycobacterium 
bovis (BCG), suggesting their variable role in innate immunity (Heldwein, Liang 
et  al.  2003).  TNF‐α  together  with  IFN‐γ  activate  macrophages  to  exhibits  its 




The  fusion  of  the  most  acidic  compartments  of  the  cells‐  lysosomes,  with 
phagosomes  is  finely  regulated  process,  which  deliver  hydrolytic  enzymes  in 
phagosome/endosomes  that  can  degrade  larger  particles  including 
phagocytosed  microbes  via  acidic  hydrolases.  Previous  studies,  reported  that 
this  process  could  degrade  microbes  within  2  hours  of  phagocytosis  (Cohn 
1963)  and  a  crucial  event  for  antimicrobial  properties  of  macrophages. 
Phagolysosomal  pathway  also  interacts with  other  endocytic  pathways, which 
involves  GTPase  of  Ras  family.  The  absence  of  Rab7  on  mycobacterial 
phagosomes thought to be point of phagolysosmal arrest, revealed by Rab5 and 
EEA1  (early  endosomal  antigen  1)  signature  on  early  phagosomes  and  lack  of 
Rab7 recruitment on late phagosmes (Desjardins, Huber et al. 1994; Via, Deretic 
et  al.  1997).  However,  mycobacterial  phagosomes  acquire  a  late  endosomal 
marker, LAMP1  (Lysosome‐associated membrane protein 1) with Cathepsin D, 
an  acid  hydrolases  (Clemens  and Horwitz  1995).  Furthermore,  recruitment  of 
tryptophan  aspartate‐containing  coat  (TACO)  on  viable  mycobacterial 
phagosome  results  in  inhibition  of  fusion  with  lysosomes  as  non‐viable 
mycobacterial could not retain TACO (Figure 8). Interestingly, liver is relatively 













expressed  in Kuffper  cells,  a  resident macrophage population of  liver  (Ferrari, 
Langen et al. 1999). On the other hand, macrophages set up one of its dominant 
chemical  armament,  the  hydrogen  ion  (H+)  to  kill  invading  pathogens.  To 
counteract host immunity, Mtb block acidification of phagolysomes via inhibiting 
proton  pumps  ATPases,  which  transfer  H+  ions  in  vacuoles  (Sturgill‐Koszycki, 
Schlesinger et al. 1994). Recent, study shown that mycobacterium can survive in 
acidic compartments of activated macrophages by maintaining its intra‐bacterial 
periplasmic  pH  to  avoid  influx  of  proton  via  acid  resistant  Rv3671c  locus  and 
remain  in  phagosomal  niche  in  undefined  mechanism  (Vandal,  Pierini  et  al. 
2008) and Mtb also induces significant amount of ammonia in culture (Gordon, 
Hart et al. 1980), which further provide alkaline environment. Thus, Mtb inhibit 



















Both  the  endosomal  and  phagosomal  pathways  undergo  interconnected  maturation 
processess  that  merges  at  a  late  stage,  prior  to  fusion  with  lysosomes.  Cholesterol 
serves as a docking site that facilitates interactions between mycobacteria and surface 
receptors.  The  early  phagosome‐harbouring  mycobacteria  characteristically  retain 
TACO,  which  apparently  prevents  its  further  maturation.  M.  tuberculosis  inhibits 
phagosomal  acidification  (which  occurs  by  means  of  a  V–H+  ATPase)  and  prevents 
fusion with the endosomal pathway. The arrest of phagosomal maturation is, however, 
incomplete  and  some  phagosomes  mature  to  form  phagolysosomes.  Although 
phagosome  and  endosome  maturation  form  a  continuum,  distinct  steps  can  be 
distinguished by means of different markers and tracers, some of which are shown. CR, 
complement  receptor;  FcR,  receptor  for  the  constant  fragment  of  immunoglobulin; 
LAMP‐1,  lysosomal‐associated membrane protein 1;  LBPA,  lysobiphosphatic  acid; MR, 
mannose  receptor; Rab7, member of  the  small GTPase  family;  SPR,  surfactant protein 
receptor; TACO, tryptophane, aspartate‐containing coat protein; TLR, Toll‐like receptor; 

























and  molecular  mechanisms.  The  recent  evidence  indicates  that  statin  has  a 
beneficial effect on the outcome of infectious diseases. Here, we investigated the 
role  of  statins  in  mouse  model  of  listeriosis  and  tuberculosis  caused  by 
intracellular pathogens Listeria monocytogenes  and Mycobacterium tuberculosis 
respectively.  We  demonstrated  a  possible  mechanism  underlying  the  anti‐
microbial  activity  of  statins  in  isolated  macrophages.  Furthermore,  we 
investigated  the advantages of statin  therapy  in peripheral blood mononuclear 




Role  of  cholesterol  has  been  reported  in  uptake  of  L.  monocytogenes  in 
macrophages  and other nonprofessional phagocytes  (Figure 9).  Listeriolysin O 
(LLO)  is  a  cholesterol‐dependent  family  of  cytolysins,  which  inserts  into  the 
vacuolar membrane by binding cholesterol and  forms pores  that  results  in  the 
phagosomal membrane disruption  (Mengaud,  Chenevert  et  al.  1987). Bacterial 
uptake of L. monocytogenes both  in fibroblast and epithelial cell  lines following 
MβCD  treatment  was  significantly  reduced  (Seveau,  Bierne  et  al.  2004). 
Moreover,  listerial  entry  via  InB/Met  signalling pathway  is  due  to  cholesterol‐
dependent  activation  of  Rac1  and  PI  3‐Kinase  within  the  domains  of  the 
membrane  (Seveau,  Tham  et  al.  2007).  However,  reported  studies  used 















Activity  of  cholesterol‐dependent  cytolysin,  Listeriolysin  O  results  in  phagosomal 





of  mycobacteria  from  uptake  to  persistence  in  macrophages.  The  uptake  of 
Mycobacterial  spp.  in  macrophages  and  neutrophils  is  cholesterol  dependent 
(Gatfield and Pieters 2000; Peyron, Bordier et al. 2000) (Figure 10). Cholesterol 
esters  reported  to be  accumulated  in Mtb  infected macrophages  and pathogen 
able to retain the levels as compared to control (Kondo and Kanai 1976). Coating 
of Mtb  with  lipid  complexes  leads  to  decreased  killing  by  oxidative  burst  and 




of  lipid  droplets,  accumulation  of  later  turns  macrophages  into  foamy 














et  al.  2009).  Furthermore,  cholesterol  is  recruited  at  the  mycobacterial 
phagosomes  following  internalization  and  required  for  inhibition  of  lysosome 
with  phagosomes  (Jayachandran,  Sundaramurthy  et  al.  2007).  Fluvastatin 
increases  Th1  cytokines  in  human  PBMC  infected  with  heat‐killed  avirulent 
strain  (H37Ra) of Mycobacterium tuberculosis  a  immunoprotective  response  in 
caspase‐1 dependent manner (Montero, Hernandez et al. 2000). 
 
Figure  10.  Role  of  cholesterol  in  pathogenesis  and  persistence  of  Mtb. 
Accumulation  of  cholesterol  on  phagosomal  membrane  delayed  its  maturation  and 
ultimate fusion with degradative compartment lysosomes. Further macrophages harbor 




Statin  study  in  human  subjects  revealed  intriguing  outcomes.  Statin  user 
veterans  in  US  are  less  susceptible  to  tuberculosis  as  compared  to  non‐statin 























Cholesterol  and  its  derivatives  have  been  reported  to  augment  inflammatory 
response  (Zhu,  Lee  et  al.  2008;  Yvan‐Charvet, Wang  et  al.  2010).  On  contrary, 
dynamics of cholesterol trafficking, accumulation and efflux have been reported 
to modulate  by  innate  immune  signaling  (Maitra,  Parks  et  al.  2009;  Haas  and 
Mooradian  2010).  In  this  perspective,  toll  like  receptors  (TLR)  have  been 
implicated  to  engage  with  liver  X  receptors  (LXR),  a  crucial  lipid  regulator 
following bacterial or viral infections. Further, reflecting role of innate immune 
signaling  in modulating  lipid metabolism  (Castrillo,  Joseph  et  al.  2003).  It  has 
been  documented  that  host  cholesterol  is  utilized  by  mycobacteria  for  its 
persistence (Pandey and Sassetti 2008).  
However,  major  limitation  of  previous  studies  is  the  rapid  sequestration  of 
cholesterol  by  cyclodextrins,  which  promotes  conformational  changes  in 
membrane  and  alters  membrane  receptors.  This  is  crucial  for  the  topological 
signaling of transmembrane receptors (Kabouridis, Janzen et al. 2000; Chen and 
Resh 2002) and such alterations  in membrane could potentially  inhibit uptake 
and  internalization  of  pathogens  both  in  professional  and  non‐professional 
phagocytes.  
Here,  we  used  well‐tolerated  cholesterol  lowering  drugs,  statins  to  modulate 
host  de  novo  cholesterol  biosynthesis  pathway.  Besides  lowering  cholesterol, 
statins  has  been  implicated  in  many  pleiotropic  effects  including  anti‐






























(A)  To  determine  the  effect  of  statin‐mediated modulation  of  host  cholesterol 
biosynthesis  pathway  during  Listeria  monocytogenes  infection  in  mice  and  in 
isolated macrophages. 
 
(B)  To  quantify  intracellular  growth  of  Mycobacterium  tuberculosis  following 
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specific  Abca1  knock‐out  mice  enhances  pro‐inflammatory  response  of 













































Mice  were  kept  in  individually  ventilated  cages  under  specific‐pathogen‐free 








(SANS  10386:2008).  All  mouse  experiments  were  performed  according  to 
protocols  approved  by  the  Animal  Research  Ethics  Committee  of  the  Health 




Patients  with  familial  hypercholesterolemia  were  recruited  by  Lipid  Clinic  at 
Groote Schuur Hospital following written informed consent for their blood to be 
used in the study. All patient samples were strictly anonymized. The study was 
performed  according  to  protocol  approved  by  the  Human  Research  Ethics 







Giessen,  Giessen,  Germany).  Mid‐log  phase  cultures  (O.D=0.3‐0.6)  were 
harvested,  aliquoted  and  frozen  at  –80°C.  After  thawing  and  rigorous  vortex, 


















medium  (BD  Biosciences),  5%  glycerol  and  0.05%  Tween  80.  Mid‐log  phase 















of  indicated  concentrations  of  simvastatin  (Sigma)  or  vehicle  alone  (final 
concentration  0.004%  DMSO)  overnight.  Cells  were  then  infected  with  L. 
monocytogenes (MOI=10) for 1 hour at 37oC in presence of simvastatin, followed 
by  gentamicin  (50  μg/ml)  treatment  for  additional  1  hour  to  get  rid  of 
extracellular  bacteria.  Culture  supernatant  was  collected  at  12  hours  post 
infection  for  cytokine  detection  by  ELISA  and  NO2‐  was  detected  by  Griess 
reagent assay. At indicated time points macrophages were washed and lysed in 
1ml of 0.1% Triton‐x‐100 and bacterial growth determined by 10‐fold dilutions 
















BMDM  (5x105cells/well)  were  cultured  overnight  in  presence  of  indicated 
concentrations  of  simvastatin  or  vehicle  alone.  Cells  were  then  infected  with 
Mycobacterium  tuberculosis  (MOI=5)  for  4  hours  at  37oC  in  presence  of 
simvastatin,  followed  by  gentamicin  (100μg/ml)  treatment  for  additional  2 
hours  to  remove  extracellular  bacteria.  At  indicated  time  points,  cells  were 
washed and lysed in 1ml of Triton‐x‐100 and viable bacilli were determined by 





BMDM  (5x105cells/well)  were  cultured  overnight  on  coverslips  either  in 
presence of  indicated concentration of simvastatin ± mevalonate (Sigma). Cells 
were then infected with Listeria monocytogenes or left non‐infected. Filipin was 
reconstituted  by  injecting  1ml  of DMSO under  nitrogen  fumes.  Aliquotes were 
protected  from  light  and  stored  in  ‐20°C  under  nitrogen  fumes.  Cells  were 
stained  with  filipin  dye  for  30  minutes  in  PBS  (1:500)  at  room  temperature 




was  then  removed  by  centrifugation  at  1500rpm  for  5min  at  4°C.  Cholesterol 
content  was  measured  in  supernatant  of  total  lysates  of  macrophages,  using 
commercial  enzyme‐based  cholesterol  assay  E2HL  kit  (EnzyChrome,  BioAssay 
systems) (Rub, Dey et al. 2009). 
4.6 Cytokine ELISAs 
Bone  marrow‐derived  macrophages  (5x105cells/well)  were  treated  with 
simvastatin and  infected with LM as  indicated above. Culture  supernatant was 













performed.  Briefly,  sandwich  ELISAs  were  performed  to  determine  cytokine 
levels  in  cell  supernatants.  Maxisorp  microtitre  plates  (Nunc,  Reskilde, 
Denmark) were coated with 50µl purified anti‐IL‐12p40, anti‐TNF‐α and anti‐IL‐
6  (BD  Pharmingen)  diluted  in  phosphate  buffered  saline  (PBS,  pH  9.5)  and 
incubated  overnight  at  4°C.  Plates were  blocked  for  3hrs  at  37°C  and  serially 
diluted  standards,  purified  recombinant  IL‐12p40,  TNF‐α  or  IL‐6  (BD 
Pharmingen) were added. Cell supernatants were then added, diluted  in ELISA 
dilution  buffer  and  incubated  overnight  at  4°C.  Biotinylated  anti‐mouse 
secondary  antibodies  for  IL‐12p40,  TNF‐α  and  IL‐6  (BD  Pharmingen)  were 
added  for  3h  at  37°C  followed  by  enzyme  alkaline  phosphatase  (AP)  labeled 
streptavidin. ELISA wash buffer was used to wash plates 4x between each step. 
Subsequently,  plates  were  incubated  with  4‐nitrophenly  phosphate  disodium 
salt  hexahydrate  (NPP)  Substrate  (Sigma),  for  10  minutes  and  absorption 
measured at 405nm (Mohrs, Ledermann et al. 1999). 
4.7 Nitric oxide measurement 
A  nitric  oxide  standard  (Na2NO3,  2mM)  and  samples  were  serially  diluted  in 







IFN‐γ  (100  units/ml)  activated  and  non‐activated  BMDM  were  treated  with 
either  simvastatin  (100  μM)  or  simvastatin  in  combination  with  mevalonate 
(100 μM) and infected with LM as indicated above. At 1 hour post infection, cells 
were washed to remove extracellular bacteria and transferred into FACS tubes. 
















for  30minutes  before washing  off  unbound  antibody  in  500 μl  FACS buffer  by 




Cell  viability  of  BMDM  (1x105)  treated  with  statins  or  methyl‐β‐cyclodextrin 
(MβCD)  for  indicated  duration  was  quantified  by  reduction  of  yellow 








with  simvastatin  ±  mevalonate,  methyl‐β‐cyclodextrin  ±  cholesterol  or 
cytochalasin  D  (5μM).  Cells  were  then  incubated  with  FITC‐labelled  beads 
(4.5μm  in  diameter,  Dynabeads,  Invitrogen)  at  ratio  of  10  beads  to  1 
macrophage  (10:1).  After  1  hour  at  37°C,  non‐adherent  beads  were  removed 
with ice cold PBS and cells were fixed in 4% paraformaldehyde and stained with 




Immunofluorescence  was  performed  as  described  elsewhere.  Bone  marrow‐
derived macrophages  (5x105) were cultured on coverslips  in 24‐well plates or 
1x105  in  96‐well  plates  overnight.  Macrophages  were  treated  in  presence  of 
simvastatin  or  vehicle  control  for  24  hours.  Cells  were  infected  with  M. 
tuberculosis  (MOI=5)  for  2  hours  at  37°C.  Cells  were  then  washed,  fixed  with 














(3%  BSA,  0.5%  Tween‐20)  and  incubated with  the  primary  antibodies  (Santa 
Cruz) diluted in blocking buffer against early and late endosomal markers goat 
anti‐EEA1 (1:100), goat anti‐LAMP1 (1:100), rabbit anti‐LAMP3 (1:300) & rabbit 






Images  from  confocal  microscope  were  analyzed  by  LSM  software  or  images 
were  opened  in  separate  color  channels  and  quantified  for  colocalization 
between GFP‐expressing pathogen (green) and phagosomal/autophagy markers 
(red) using MATLAB  image analysis software, where  linear pixel  classifier was 
used  to  find  the  bacteria.  Marker‐controlled  watershed  was  used  to  segment 
individual cells. The canny edge detector was used to find the cell markers. In 2D, 
the  cell markers and pathogen were aligned  to  find  co‐localization. Four  fields 




Simvastatin  was  reconstituted  in  DMSO  containing  PBS  or  vehicle  control 
administered  intraperitoneally  with  10  mg/kg/day  and  20  mg/kg/day  for 
12days.  On  day  11,  mice  were  infected  intraperitoneally  with  2x105  Listeria 




Blood  samples  for  serum  cholesterol  levels  were  drawn  and  collected  in 













Serum  which  was  separated  on  upper  part  of  the  gel  in  microtainer  tube, 
harvested  in  eppendorf  tube  and  stored  in  ‐20°C  until  cholesterol  assay.  The 
serum  cholesterol  was  determined  using  enzyme‐based  assay  kit  KAT  as  per 
instructions.  Briefly,  cholesterol  esters  from  the  samples  were  catalyzed  with 
cholesterol esterase, and then the free cholesterol was oxidized in the presence 
of  cholesterol  oxidase.  The  resulting  hydrogen  peroxide  reacted  with  4‐
aminoantipyrine  and  p‐hydroxybenzoate‐producing  red  quinoneimine.  The 
intensity of  the red color produced was directly proportional  to  the amount of 














Mice  were  treated  with  simvastatin,  atorvastatin  and  rosuvastatin  (20 mg/kg 
q.o.d) or vehicle control for 6 weeks (from week ‐2 to +4). Stock solutions of M. 
tuberculosis were thawed and aspirated through a 29‐gauge needle for 30 times 





















Body weight  of Mtb‐infected mice was measured weekly.  If  infected mice  lost 
more than 20% of their original body weight or showed severe signs of illness, 




in  4%  formalin  and  embedded  in  paraffin.  Serial  sections  of  tissue  specimens 





(2x106)  infected with Mtb  (MOI=5)  for  2  hours. Macrophages were  either  not 
treated or cultured  in presence of simvastatin (100 μM) for 48 hours  in 6‐well 
plates  pre‐infection.  Cells  were  then  washed  with  warm  medium  to  remove 
extracellular  bacteria  and  lysed  in  ice‐cold  RIPA  buffer  containing  protease 
inhibitor at 250 μl/well at 4°C for 1 hour. Total cell lysates were centrifuged at 
14000 rpm for 10 minutes at 4°C to remove cellular debris. Supernatants were 
transferred  to  new  Eppendorf  tube  and  stored  at  ‐80°C  (Sisk,  Gourley  et  al. 
2000). 
6.2 Protein content and Western blot  
Protein  concentrations  were  determined  using  BCA  assay  (Thermo  Fisher). 
Equal  amount  of  protein  samples  (30ug‐45ug)  were  electrophoresed  on  12% 
SDS‐PAGE  gel.  The  gel was  transferred  to  a  nitrocellulose membrane  (Sigma). 
The  membrane  was  incubated  with  anti‐EEA1,  LAMP1  and  LC3‐II  primary 
antibody (1:800) at 4°C overnight. Membrane was then washed extensively and 

















Human peripheral  blood  (16 ml)  samples were withdrawn  from patients with 
familial  hypercholesterolemia  (FH)  following  informed  consent  from  the  Lipid 




for  4  hours  at  37°C.  After  4  hours  of  adherence  cells  were  washed  gently  to 
remove  non‐adherent  cells.  2x106 mononuclear  cells/well  were  seeded  in  24‐








for  72 hours.  After  72 hours  of  post‐infection,  cells were washed  and  lysed  in 
0.1%  Triton‐X‐100  for  5  minutes.    Cell  lysates  were  then  diluted  in  PBS  and 
plated on 7H10 agar plates to determine growth of Mtb. 
8. Statistical analysis 
All  data  were  analyzed  using  either  student  t‐test  (two‐tailed  with  unequal 
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The  aim  the  study  was  to  investigate  the  role  of  statins  during  Listeria 
monocytogenes  and Mycobacterium tuberculosis  infection  in mice.  This  chapter 
describes  the  results of  the  study  in  three  sections. The  first  section describes 







We  compared  the  mortality  of  mice  using  two  routes  of  infection  of  L. 
monocytogenes (LM),  intraperitoneal  (Figure 1A) or  oral  (Figure 1B). Different 
infectious  doses  were  tested  to  determine  the  50%  lethal  dose  (LD50).  Using 
2x106  LM  bacteria,  75%  of  mice  infected  orally  survived,  whereas 
intraperitoneal  infection  of  2x106  LM  resulted  in  death  of  all mice. Moreover, 
50% of mice infected intraperitoneally survived at the dose of 2x105 LM bacteria 
as  compared  to  nearly  90%  survived  on  oral  infection  at  the  same  dose.  The 
route  of  LM  administration  also  affected  the  outcome  of  infection.  The 
intraperitoneal  route  resulted  in  a  systemic  infection  with  higher  bacterial 
replication  by  escaping  the  first  line  of  defense  the  intestinal  barrier  and 
subsequently gut‐associated innate immune response. In contrast, the oral route 
caused  a  localized  infection  with  lower  bacterial  replication  due  to  reduced 
invasion  into  the wall of  the  intestine. Although  the oral mode of LM  infection 
better mimics the course of human disease, a limiting factor is that it requires a 
very high initial inoculum, as rodents lack E‐cadherins that impair the invasion 
















C57BL/6 mice were  infected with Listeria monocytogenes  either  intraperitoneally  (A) or orally 






through  cell  membranes.  Statins  are  categorized  in  two  groups  according  to 





hand,  lipophilic  statins  such  as  simvastatin,  atorvastatin  and  rosuvastatin  are 
administered  as  inactive  lactones  and  are  taken  up  by  hepatocytes  mainly 
through  passive  diffusion  that  in  turn  are  converted  into  the  active  hydroxyl‐























statins  (Figure  2).  Doses  of  10  mg/kg/day  significantly  reduced  the  bacterial 












Statins  were  reported  to  inhibit  cell  proliferation  (Denoyelle,  Albanese  et  al. 
2003; Glynn, O'Sullivan et al. 2008). However, such studies were performed on 
cancer cell  lines, which have  less  cellular efficacy of  statins. Here, we used  the 
lactone  form  of  simvastatin,  and  showed  that  the  lower  dose  increased  cell 
proliferation  up  to  72  hours  compared  to  control.  However,  increasing  the 
concentration  resulted  in  inhibition  of  cell  proliferation  after  72  hours  of 
incubation.  In  addition,  we  used  methyl‐β‐cyclodextrin  (MβCD)  to  deplete 
membrane  cholesterol.  Strikingly,  MβCD  treatment  reduced  macrophage 
viability and proliferation already at 24 hours post treatment (Figure 3). Taken 


















































Cell  viability  was  measured  at  indicated  time  points  in  the  presence  of  simvastatin  (S)  and 
methyl‐β‐cyclodextrin  (MβCD) or control  (0.04% DMSO) by enzymatic MTT assay. All data are 





To  test  whether  simvastatin  is  able  to  decrease  host  cholesterol  biosynthesis 
during  LM  infection, macrophages were  stained with  filipin,  a  fluorescent  dye 
that  specifically  binds  to  cholesterol  esters  (Figure  4A).  Treatment  of 
macrophages  with  simvastatin  significantly  decreased  filipin  intensity. 
Supplementation  of  mevalonate  restored  cholesterol  content.  Similar  results 
were  observed  with  uninfected  macrophages.  Interestingly,  LM  infection  of 
macrophages  resulted  in  significantly  increased  cholesterol  levels  when 
compared  to uninfected cells  (Figure 4B). Lipid extraction was  further used  to 
quantify  the  total cholesterol content  in macrophage  lysates. As expected  from 
the  filipin‐staining assay,  simvastatin or methyl‐β‐cyclodextrin  (MβCD)‐treated 
macrophages  reduced  the  cholesterol  content.  The  addition  of  mevalonate  or 
exogenous cholesterol, respectively restored the cholesterol content (Figure 4C), 
















(A) Representative  confocal  images  from simvastatin ± mevalonate‐treated macrophages were 
stained  with  filipin  and  the  fluorescent  intensity  (arbitrary  units)  per  cell  was  quantified  by 
Laser Scanning Microscope (LSM) software. Data is shown as intensity from 25‐45 cells/group.  
(B) Cholesterol levels were measured in naive and LM infected macrophages as indicated in (A). 



















growth  of  L.  monocytogenes  in  culture  medium.  On  the  basis  of  the  primary 
structure,  sequence  alignment  and  sensitivity  to  statins  HMG‐CoA  reductase 
enzymes are classified into Class I and Class II (Bochar, Stauffacher et al. 1999). 
Eukaryotes utilizes class I HMG‐CoA reductase enzymes which can be inhibited 
by  statins  at  lower  concentrations.  In  contrast,  class  II  reductase  enzymes  are 
utilized  by  prokaryotes  and  its  inhibition  requires  1000‐fold  higher 
concentrations of statins  than compared  to class  I enzymes (Hedl and Rodwell 
2004). To test this hypothesis, we measured bacterial growth in culture medium 
containing  different  concentrations  of  simvastatin.  No  differences  in  bacterial 
growth  were  observed  between  control  and  simvastatin  supplemented  in  the 
culture  broth,  indicating  that  simvastatin  at  the  concentrations  used  for  this 
study, has no direct effect on HMG‐CoA reductase of LM. This result suggests that 




Listeria  monocytogenes  were  inoculated  in  tryptic  soy  broth  medium  containing  indicated 
concentrations of simvastatin. Overnight cultures were then incubated on tryptic soy agar plates 

















2.2  Simvastatin  reduced  intracellular  growth  of  L.  monocytogenes  in 
macrophages 
To investigate whether simvastatin could limit bacterial growth in vitro, murine 
primary  macrophages  (Figure  6A)  and  the  macrophage  cell  line  RAW264.7 
(Figure  6B)  were  infected  with  LM  and  viable  bacteria  were  determined  at 
different  time points post‐infection. Growth of LM was significantly reduced  in 
macrophages  treated  with  simvastatin  at  50  and  100  μM.  To  rule  out  the 
possibility of simvastatin‐induced cytotoxicity, cell viability was measured by a 






(A) Murine  bone marrow‐derived macrophages  and  (B) RAW264.7 macrophage  cell  line were 
treated  overnight  with  different  concentrations  of  simvastatin  and  then  infected  with  L. 
monocytogenes for 1 hour. After 1 hour of infection cells were washed and extracellular bacteria 
were  removed  by  treating  cells with  gentamicin.  Bacterial  growth was measured  at  6  and  12 
hours  post  infection.  (C)  In  parallel,  BMDM were  treated  as mentioned  above  to measure  cell 
viability by enzymatic MTT assay. Results are shown as mean ± SEM of triplicate cultures, one‐













2.3  Increased  IL‐12p40,  TNF‐α,  IL‐6  and  nitric  oxide  production  by 
macrophages following simvastatin treatment 
The  effect  of  simvastatin  on  cytokine  production was  studied  in murine  bone 
marrow‐derived macrophages (BMDM) and the RAW264.7 macrophage cell line. 
We pre‐treated BMDM and RAW264.7  cells with  simvastatin  and  IFN‐γ  for  18 
hours  followed  by  infection  with  LM.  At  12  hours  post‐infection,  simvastatin 
enhanced  the production of  IL‐12p40  in  a  dose‐dependent manner which was 
accompanied by a modest increase in TNF‐α and IL‐6 levels, whereas nitric oxide 
production was slightly reduced in BMDM (Figure 7A), which is essential for Th1 
response  against  bacterial  pathogens.  This  finding  is  in  line  with  a  previous 
study  in  which  simvastatin  increased  LPS‐induced  IL‐12p40  and  TNF‐α 




treated  macrophages  (data  not  shown).  RAW264.7  macrophages  exhibited  a 
slightly  altered  cytokine  profile  when  compared  to  BMDM,  with  significantly 
increased TNF, IL‐6 and NO levels following simvastatin treatment. Simvastatin 








































cell  types,  including  human  monocyte‐derived  macrophages.  Mechanistically, 
statins  down  regulate  the  expression  of  inducible  class  II  transactivator 
promoter  IV  (CIITA),  causing  reduction  in  MHC‐II  expression  and  thus 
decreasing  T  cell  activation  (Kwak,  Mulhaupt  et  al.  2000).  To  investigate 
whether  simvastatin  regulates  expression  of  MHC‐II,  macrophages  were 
stimulated  by  IFN‐γ  and  infected  with  LM.  The  expression  of  MHC‐II  was 
decreased  following  treatment  with  simvastatin  (Figure  8B).  This  could  be 
reversed  by  adding  exogenous  mevalonate.  These  results  are  consistent  with 
previous  report,  showing  the  abrogated  affect  of  statins  following mevalonate 
supplementation (Vaughan, Gotto et al. 2000). Furthermore, simvastatin had no 
effect  on  constitutive  expression  of  MHC‐II  on macrophages  (Figure  8C).  This 
finding  is  in  agreement  with  an  earlier  report,  which  showed  that  statins 
specifically  target  IFN‐γ  induced  expression  of  MHC‐II  without  an  effect  on 
constitutive  expression  of  MHC‐II  on  human  dendritic  cells  (DC)  or  B 
lymphocytes (Pedersen 1999). Together,  these results suggest  that simvastatin 






















MHC‐II  protein  expression.  (A)  Gating  strategy  and  selection  of  live  macrophages  (B)  MHC‐II 
expression  in  non‐activated  (gray  shade)  and  IFN‐γ  activated  macrophage  in  presence  of 
simvastatin or simvastatin with mevalonate.  (C) Quantification of MHC‐II positive macrophage. 
Results  are  shown  as  mean  ±  SEM  of  triplicate  cultures  and  are  representative  of  three 
independent experiments. 
2.5 Simvastatin had no major effect on phagocytic ability of macrophages 
Membrane  cholesterol  plays  a  key  role  during  infection  by  intracellular 
pathogens, such as viruses and protozoa (Simons and Ehehalt 2002; Manes, del 
Real  et  al.  2003).  Methyl‐β‐cyclodextrin  (MβCD),  a  cyclic  oligosaccharide, 
selectively removes membrane cholesterol leading to conformational changes in 
membrane  and  receptors,  thereby  inhibiting  downstream  signal  transduction 
(Kabouridis,  Janzen et al. 2000). Thus,  treating cultured cells with MβCD has a 

















resulted  in  almost  complete  inhibition  of  phagocytosis, which was  rescued  by 
addition  of  external  cholesterol.  Cytochalasin  D,  a  potent  inhibitor  of 
phagocytosis,  served  as  a  positive  control  to  block  internalization  of  beads. 











(B) Quantification  of  the  number  of  beads  internalized  from 50‐100 macrophages/sample.  All 


















Mevalonate  is  a  precursor  in  the  biosynthetic  pathway  of  cholesterol 
downstream  of  HMG‐CoA  reductase.  To  determine  if  the  effect  on  bacterial 
growth  was  a  direct  consequence  of  the  cholesterol  biosynthetic  pathway 





bacterial  growth  of  a  L.  monocytogenes  mutant  strain  lacking  listeriolysin  O 
(LLO) was neither affected by either treatment with simvastatin or mevalonate. 
Together,  these  results  suggest  that  simvastatin  provides  protection  against 
listeriolysin‐mediated  cytolysis.  Hence,  mevalonate‐mediated  cholesterol 

























12  days  by  intraperitoneal  injection  as  outlined  in  the  layout  (Figure  11A). 
Simvastatin  treatment  led  to  almost  2‐log  significant  reduction  of  bacterial 
burden  in  both  the  liver  and  spleen  (Figure  11B).  This  reduction  in  bacterial 
growth  is  accompanied  by  well‐defined  and  small  hepatic  microabscesses  in 
simvastatin‐treated mice as compared to  large microabscesses  in control mice, 
revealed by liver histopathology and quantification of lesion sizes (Figure 11C). 
Serum  cholesterol  levels  were  not  altered  by  the  administration  of  statins. 










































Simvastatin (mg/kg/day) Listeria Sacrifice
Days  -10      -9      -8       -7      -6       -5       -4      -3       -2       -1       0       +1     +2      +3
A
B C Simvastatin



































intraperitoneal  injection  for  12  days  as  indicated  in  layout  (A).  Mice  were  infected 






















Some evidence  suggests  that  the Mtb  genome  contains  an HMG‐CoA  reductase 
homolog (Lamb, Kelly et al. 1998; Bellamine, Mangla et al. 2001). However, other 
research  groups  were  unable  to  identify  this  gene  in Mtb  (Cole,  Brosch  et  al. 
1998;  Boucher  and  Doolittle  2000;  Bailey,  Mahapatra  et  al.  2002).  It  is 






on  the  bacterial  growth  or  host  mediated  response.  Here,  we  show  that  the 





















3.2  Simvastatin  reduce  intracellular  growth  of M.  tuberculosis  in murine 
macrophages and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 
Next, we  investigated whether  treatment of  cells with statins could potentially 
reduce  the  bacterial  growth  of M.  tuberculosis (Mtb)  in murine  BMDM  (Figure 
13A) and human PBMC (Figure 13B). Growth of Mtb was clearly impaired from 
day 1 to day 3 post‐infection over the course of infection in murine macrophages. 








alone. Cells were  then  infected with Mtb  at MOI=5  for 4 hours. After 4 hours of  infection, cells 
were  washed  to  remove  extracellular  bacteria  and  cultured  with  medium  with  20ug/ml  of 
gentamicin.  At  72  hours  post‐infection,  cells  were  lysed  to  determine  viable  bacterial  counts. 




membrane  domains  (Russell,  Cardona  et  al.  2009).  Cholesterol  is  reported  to 
accumulate  on  endosomes  in  order  to  delay  and  inhibit  phagolysomal 
maturation  (Manes,  del  Real  et  al.  2003).  We  tested  whether  the  decrease  in 
intracellular  cholesterol  levels  due  to  statin  treatment  is  able  to  reverse  this 
process.  In  order  to  investigate  this,  simvastatin  treated or  untreated BMDM’s 
were infected with GFP‐Mtb. Two hours  later, phagosomal maturation markers 














by  sequential  recruitment  of  late  markers  such  as  lysosomal‐associated 
membrane  protein  1  (LAMP1)  and  lysosomal‐associated membrane  protein  3 
(LAMP3)  to  fuse  with  lysosomes.  Simvastatin‐treated  macrophages  showed 
increased  co‐localization  with  EEA1,  LAMP1  and  LAMP3.    Only  expression  of 
LAMP1 reached statistical significance when compared to control macrophages. 
The  increase  of  the  markers  EEA1,  LAMP1  and  LAMP3  was  confirmed  by 
Western blot (Figure 14B). Together, these results suggest that the influence of 




Figure  14.  Enhanced  phagosomal  maturation  and  autophagy  following  simvastatin 
treatment in murine macrophages. 
Macrophages were treated with simvastatin (100 µM) overnight, followed by infection with GFP‐
Mtb  at  MOI  of  10.  After  2  hours  of  infection,  cells  were  washed  and  stained  with  antibodies 
against  phagosomal  (LAMP1/LAMP3)  or  autophagy  (LC3‐II)  markers  (red)  and  nuclei  were 
stained  with  DAPI  (blue).  (A)  Representative  confocal  images  and  quantification  of  co‐
localization. Quantitative analysis of  co‐localization of GFP‐Mtb with phagosomal or autophagy 
markers were  generated  from  4  fields/replicate  consisting  of  600  cells/sample  in  BMDM.  (B) 
Detection  of  indicated  markers  by  Western  blot  analysis  in Mtb  infected  whole  cell  lysates. 
















persistence  (Gutierrez, Master  et  al.  2004;  Singh, Davis  et  al.  2006;  Jagannath, 
Lindsey et al. 2009). Induction of autophagy leads to the conjugation of soluble 




of  the bacteria with LC3‐II  in BMDM  (Figure 14A),  confirmed by Western blot 
analysis  (Figure  14B)  and  also  observed  in  co  localization  studies  performed 
with  human  peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC)  (Figure  15).  These 














Figure  15.  Phagosomal  maturation  and  enhanced  autophagy  following  simvastatin 
treatment in human PBMC. 
Human  PBMC  were  treated  with  simvastatin  (100  µM)  overnight,  followed  by  infection  with 
GFP‐Mtb at MOI of 10. After 2 hours of  infection, cells were washed and stained for antibodies 
against  either  LAMP3  or  LC3‐II  (red)  and  nuclei  were  stained  with  DAPI  (blue).  (A) 
Representative confocal images and (B) Quantitative analysis of co‐localization of GFP‐Mtb with 
phagosomal  or  autophagy  markers  were  generated  from  2  fields/replicate  consisting  of  200 
cells/sample  in  PBMC,  scale  bar=  20  µm.  Results  are  shown  as  mean  ±  SEM  from  duplicate 
samples.  Data  are  representative  of  two  independent  experiments,  *  P  <  0.05  compared  to 
control. 
3.4 Statins mediated protection against M. tuberculosis infection in mice 
To  determine  whether  statin  treatment  could  provide  protection  against  M. 
tuberculosis infection, mice were treated with different statins (20 mg/kg) every 
second  day  for  6  weeks  as  shown  in  the  layout  (Figure  16A).  Intraperitoneal 
injection of simvastatin, atorvastatin and rosuvastatin resulted in a significant 1‐
log  reduction  in  bacilli  burden  in  the  spleen  but  not  in  the  lungs,  where  only 
rosuvastatin achieved a significant  reduction (Figure 16B). The  intraperitoneal 
route of statin injection might more effectively reach the spleen than the lungs, 
explaining  the  discrepancies  in  burden  observed  between  those  two  organs. 
Furthermore,  reduced  bacterial  burden  in  lungs  was  supported  by  smaller 
microabscesses  in  statin‐treated  mice  compared  to  control,  revealed  by  lung 















Statins (20mg/kg) Mtb SacrificeA
B C Control Simvastatin
Wks     -2                -1                0                 +1                +2                +3                +4
Atorvastatin  Rosuvastatin








































































3.5 Mononuclear  cells  and macrophages  derived  from  patients  on  statin 
therapy are less susceptible to Mycobacterium tuberculosis infection  
Familial  hypercholesterolemia  (FH)  patients  with  high  serum  LDL‐cholesterol 




and  healthy  non‐statin  users.  Growth  of  Mtb  in  PBMC  from  statin‐treated 
patients  was  significantly  reduced  by  almost  3‐fold  when  compared  to  PBMC 
from healthy controls (Figure 17A). In addition, mycobacterial growth was also 
reduced  to  the  same  magnitude  in  mononuclear  cells  of  healthy  donors 
following pre‐treatment with statin  in vitro. Similarly, results were observed in 
MDM (Figure 17B). These results show that statin‐exposed PBMC have acquired 





(A)  PBMC  and  (B) MDM  from healthy  donors  and  FH  patients were  isolated  using  citrate  cell 
preparation  tubes  (CPT).  Mononuclear  cells  and  macrophages  were  incubated  overnight  in 
presence  of  either  simvastatin  or medium  alone.  Cells were  then  infected with Mtb  at MOI=5 
(Mononuclear cells) and MOI=2 (MDM) for 4 hours. After 4 hours of infection, cells were washed 
to remove extracellular bacteria and cultured in medium with 25 μg/ml gentamicin. At 72 hours 
















models  for  human  listeriosis  and  tuberculosis.  As  mice  showed  increased 
resistance  against  both  diseases,  the  underlying mechanism was  investigated. 
Statins  reduced  listerial  growth  in  macrophages  by  counteracting  Listeria‐
induced  increased  cholesterol  levels,  interfering  in  listeriolysin‐O‐dependent 
phagosomal escape  into  the cytoplasm. Statin  treatment also reduced bacterial 
growth  in Mycobacterium‐infected murine and human macrophages, as well as 
in  peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC)  isolated  from  patients  with 
familial hypercholesterolemia (FH) on statin therapy when compared to healthy 































enzymatic  characterization  of  Mycobacterium  tuberculosis  1‐deoxy‐D‐
xylulose 5‐phosphate synthase." Glycobiology 12(12): 813‐820. 
Bellamine, A., A. T. Mangla, et al. (2001). "Structural requirements for substrate 





Boucher, Y. and W. F. Doolittle (2000).  "The role of  lateral gene transfer  in  the 
evolution  of  isoprenoid  biosynthesis  pathways."  Mol  Microbiol  37(4): 
703‐716. 
Casali,  N.  and  L.  W.  Riley  (2007).  "A  phylogenomic  analysis  of  the 
Actinomycetales mce operons." BMC Genomics 8: 60. 
Cole,  S. T., R. Brosch,  et  al.  (1998).  "Deciphering  the biology of Mycobacterium 





Gaillard,  J.  L.,  P.  Berche,  et  al.  (1991).  "Entry  of  L. monocytogenes  into  cells  is 
mediated by internalin, a repeat protein reminiscent of surface antigens 
from gram‐positive cocci." Cell 65(7): 1127‐1141. 











Jagannath,  C.,  D.  R.  Lindsey,  et  al.  (2009).  "Autophagy  enhances  the  efficacy  of 
BCG vaccine by increasing peptide presentation in mouse dendritic cells." 
Nat Med 15(3): 267‐276. 
Joshi,  S.  M.,  A.  K.  Pandey,  et  al.  (2006).  "Characterization  of  mycobacterial 
virulence genes through genetic interaction mapping." Proc Natl Acad Sci 
U S A 103(31): 11760‐11765. 
Kabouridis,  P.  S.,  J.  Janzen,  et  al.  (2000).  "Cholesterol  depletion  disrupts  lipid 
rafts  and  modulates  the  activity  of  multiple  signaling  pathways  in  T 
lymphocytes." Eur J Immunol 30(3): 954‐963. 
Kita,  T.,  M.  S.  Brown,  et  al.  (1980).  "Feedback  regulation  of  3‐hydroxy‐3‐
methylglutaryl  coenzyme  A  reductase  in  livers  of  mice  treated  with 














Kwak,  B.,  F.  Mulhaupt,  et  al.  (2000).  "Statins  as  a  newly  recognized  type  of 
immunomodulator." Nature medicine 6(12): 1399‐1402. 




Matsumoto,  M.,  D.  Einhaus,  et  al.  (2004).  "Simvastatin  augments 
lipopolysaccharide‐induced proinflammatory  responses  in macrophages 
by  differential  regulation  of  the  c‐Fos  and  c‐Jun  transcription  factors." 
Journal of immunology 172(12): 7377‐7384. 
Pedersen, T. R.  (1999).  "Statin  trials  and goals of  cholesterol‐lowering  therapy 
after AMI." Am Heart J 138(2 Pt 2): S177‐182. 
Portnoy, D. A., P. S.  Jacks, et al.  (1988).  "Role of hemolysin  for  the  intracellular 
growth  of  Listeria  monocytogenes."  The  Journal  of  experimental 
medicine 167(4): 1459‐1471. 
Rabinowitz,  J.  D.  and  E.  White  (2010).  "Autophagy  and  metabolism."  Science 
330(6009): 1344‐1348. 
Russell,  D.  G.,  P.  J.  Cardona,  et  al.  (2009).  "Foamy  macrophages  and  the 
progression of the human tuberculosis granuloma." Nat Immunol 10(9): 
943‐948. 
Simons,  K.  and  R.  Ehehalt  (2002).  "Cholesterol,  lipid  rafts,  and  disease."  J  Clin 
Invest 110(5): 597‐603. 
Singh,  S.  B.,  A.  S.  Davis,  et  al.  (2006).  "Human  IRGM  induces  autophagy  to 
eliminate intracellular mycobacteria." Science 313(5792): 1438‐1441. 
Tweten,  R.  K.,  M.  W.  Parker,  et  al.  (2001).  "The  cholesterol‐dependent 
cytolysins." Current Topics in Microbiology and Immunology 257: 15‐33. 
Van  der  Geize,  R.,  K.  Yam,  et  al.  (2007).  "A  gene  cluster  encoding  cholesterol 
catabolism  in  a  soil  actinomycete  provides  insight  into  Mycobacterium 
tuberculosis survival  in macrophages." Proc Natl Acad Sci U S A 104(6): 
1947‐1952. 














































Statins  are  a  family  of  drugs  widely  used  for  the  treatment  of  patients  with 
hypercholesterolemia and cardiovascular diseases (Shepherd, Cobbe et al. 1995; 
Itakura,  Kita  et  al.  2008).  Observational  studies  among  human  statin  users 
revealed  intriguing outcomes on  infectious diseases.  For  instance, US  veterans 
on  statin  therapy  were  less  susceptible  to  tuberculosis  as  compared  to  non‐
statin users. This study offers an advantage of being studied in real time based 
on  actual  physician  and  patient  behavior  that  reflects  natural  settings  rather 
than  artificial  settings  of  randomized  clinical  trials.  (Cirillo  2008).  Recently,  a 
meta‐analysis of sixteen cohorts on statin therapy revealed reduced mortality in 
patients to various bacterial infections (Tleyjeh, Kashour et al. 2009). The use of 
statins  had  a  beneficial  survival  effect  in  patients  suffering  from  bacteremia 
(Liappis,  Kan  et  al.  2001;  Thomsen,  Hundborg  et  al.  2006).  Furthermore, 
beneficial  effect  of  statins  were  also  reported  on  the  outcome  of  parasitic 
(Coppens,  Sinai  et  al.  2000;  Parquet,  Briolant  et  al.  2009),  viral  (Rothwell, 
Lebreton et al. 2009) and bacterial infections such as Salmonella (Catron, Lange 
et al. 2004) and Streptococcus pneumonia in mice (Rosch, Boyd et al. 2010). 
The  microbicidal  potential  of  statins  might  depend  on  the  solubility  and 
permeability  through  cellular membrane,  as  lipophilic  statins  can more  easily 
cross cell membranes, when compared to hydrophilic statins. We therefore used 
lipophilic  simvastatin  for  both  in  vivo  and  in  vitro  experiments,  which  can 
penetrate  cell  membranes  more  effectively  than  its  hydrophilic  counterpart, 
pravastatin  (Hamelin and Turgeon 1998). Previous published  studies used  the 
activated form of drugs, as opposed to the  lactone form in the mouse model of 
inflammatory arthritis (Leung, Sattar et al. 2003). The rationale for statin use as 
lactone  form  in  the present study was  to better adhere  to scenario  that reflect 
current practice in human patients, as statins are administered in lactone form 
to  humans,  as  it  increases  the  selectivity  of  statins  for  their  intended  target 
organ  the  liver.  This  approach  improves  the  efficacy  of  the  drug  as  well  as 
decreases  systemic  availability,  which  in  turn  avoids  organ  or  tissue‐specific 













and  simvastatin,  when  used  in  the  lactone  form  have  been  shown  to  inhibit 
cholesterol  biosynthesis  in  human  monocyte‐derived  macrophages  (Kempen, 
Vermeer  et  al.  1991). Moreover, mevalonate‐mediated  reversal  of  simvastatin‐
induced  inhibition  of  cholesterol  biosynthesis  in  our  study  reflects  that  the 
lactone form was indeed converted into the hydroxyl acid form by macrophages. 
 
The  first  part  of  the  study  aims  to  establish  the  dose  of  statin  and  investigate 
possible  drug‐induced  cytotoxicity  on macrophages.  The doses  of  statins were 
determined on the basis of previous studies in mice and rats used in the range of 
10‐100mg/kg/day  (Mundy,  Garrett  et  al.  1999;  Ni,  Egashira  et  al.  2001).  We 
compared  2  to  20mg/kg/day  dose  range  of  statin  in  mouse  model  of  LM 
infection.  Statin  treatment  reduced  bacterial  burden  in  organs,  when 
administered  with  20mg/kg/day,  a  dose  that  reflects  maximum  inhibition  of 
HMG‐CoA  reductase  activity.  At  the  doses  tested,  plasma  cholesterol  levels 
remained  significantly  unaltered  in  vivo,  consistent  with  the  previous  finding 
that  showed  rodents  express  less  LDL  receptors  than  humans,  resulting  in 
decreased  uptake  of  LDL  cholesterol  from  the  blood  circulation  (Krause  and 




In  addition  to  statins,  methyl‐β‐cyclodextrin  (MβCD),  another  cholesterol 
depleting agent was tested. Treating cultured cells with MβCD had severe effects 
on  the  membrane  morphology  by  sudden  sequestration  of  cholesterol,  which 
would  explain  the  negligible  number  of  beads  internalized  in  our  study.  The 
results  presented  here  demonstrate  that  simvastatin  was  able  to  decrease 
cellular cholesterol in macrophages. Interestingly, this was as efficient as MβCD 
treatment,  furthermore  addition  of  mevalonate  or  exogenous  cholesterol  was 
able  to  restore  the  cholesterol  content  of  simvastatin‐  or  MβCD‐treated 
macrophages.  Hence,  the  profound  effect  of  MβCD  posed  a  limitation  on  the 
dynamics  of  cellular  cholesterol  homeostasis,  cell  viability  and proliferation. A 
previous study showed MβCD mediated cholesterol depletion  from  the plasma 













indicating  that  cholesterol  is  required  for  the  formation  of  clathrin‐coated 
vesicles  and  important  for  endocytosis  (Rodal,  Skretting  et  al.  1999).  Reduced 
membrane  cholesterol  level  may  influence  phagocytic  uptake,  which  would 
explain  the  observed  reduced  bacterial  burden  in  macrophages  (Gatfield  and 
Pieters 2000).  
Accordingly,  we  next  perform  experiments  to  test  the  influence  of  statin  on 
phagosytosis.  In  these  experiments,  we  observed  no  effect  on  phagocytosis  of 




uptake  of  beads  as  opposed  to  statins.  The  effect  of  statins  on  phagocytosis 
however,  remains  elusive,  as  it  has  been  reported  to  either  decrease  (Loike, 
Shabtai et al. 2004; Yilmaz, Reiss et al. 2006) or increase phagocytosis (Djaldetti, 
Salman  et  al.  2006;  Salman,  Bergman  et  al.  2008)  in  primary  cells  and  in  cell 
lines.  In addition to phagocytosis, previous studies have shown that statins are 
able to inhibit cell proliferation in various cell types, including aggressive cancer 
cells  (Denoyelle,  Albanese  et  al.  2003),  one  possible  explanation  behind  the 
significant drop in cell viability and proliferation reported in other studies could 
be due to lower efficacy of statins in cell  lines (Rothwell, Lebreton et al. 2009). 
Mechanistically,  inhibitory  effect  on  cell  proliferation  was  shown  by  statin‐
mediated blocking of G1/S transition phase of cell cycle via induction of cyclin‐
dependent‐kinase  (CDK)  inhibitors  p21  and  p27  (Kikuchi,  Nagata  et  al.  1997; 
Negre‐Aminou, van Vliet et al. 1997; Ukomadu and Dutta 2003; Glynn, O'Sullivan 
et al. 2008). 
Moreover,  the  route of LM  infection  in mice  can alter  the  severity of  infection.  


















in  mice  is  attributed  to  the  lack  of  murine  E‐cadherins,  which  mediates 
adherence to host cells by interaction with listerial InlA, (Gaillard, Berche et al. 
1991;  Lecuit,  Vandormael‐Pournin  et  al.  2001),  which  facilitates  uptake  into 
non‐phagocytic  cells  such  as  intestinal  epithelial  cells  by  altering  local 
cytoskeletal rearrangement. 
In the second part of the study, we investigated the role of the statins during LM 
infection  in vivo, where  simvastatin‐treated mice  showed nearly 2‐log  reduced 
bacterial titers of L. monocytogenes in spleen and liver. The decrease in bacterial 
growth  was  accompanied  by  smaller,  well  defined  and  fewer  granulomatous 
lesions, revealed by liver histopathology. Here, we report for the first time that 
statins induce a host protective immunity against LM infection in mouse model 
of  acute  listeriosis  that  had  not  been  previously  published.  This  finding 
correlates  with  a  previously  published  study  showed  that  the  subcutaneous 
treatment  of  atorvastatin  resulted  in  2  to  3‐fold  reduction  in  bacterial  load  of 
Salmonella  enterica‐infected  mice  (Catron,  Lange  et  al.  2004).  However,  the 
increased protection in this study was likely contributed by the duration of the 
statin  treatment,  intraperitoneal  route  of  drug  administration  and  other 
bacterial  disease  model  investigated.  Subsequently,  a  decrease  in  LM  growth 
was also confirmed in BMDM and the murine macrophage cell line RAW264.7 in 
vitro, indicating that growth inhibitory effect of statin was not dependent on the 
cell  type.  Importantly,  the  inhibitory  effect  of  simvastatin  on  bacterial  growth 
was  reversed  by  the  addition  of  mevalonate,  the  immediate  downstream 
product synthesized by HMG‐CoA. 
To understand the mechanism by which statins inhibits LM growth in detail, we 
explored  whether  statins  were  able  to  protect  macrophages  from  a  cytolysin 
expressed  by  LM,  listeriolysin  O  (LLO).  This  hypothesis  was  tested  in 
macrophages  infected with  LM  deficient  for  LLO  (∆LLO).  The  growth  of  ∆LLO 
was  similar  in  control  and  simvastatin‐treated  macrophages,  indicating  that 
statins prevent LLO‐mediated cytolysis when infected with wild type LM, and in 
the absence of LLO, this protective effect of statin was lost. These results suggest 
that  simvastatin  treatment  in  LM  infected  macrophages  reduced  intracellular 













which  is  contingent  on  cholesterol‐dependent  LLO.  This  suggests  that  statins 
counteract LLO‐dependent escape into the cytoplasm. LLO, a major cholesterol‐
dependent  cytolysin  (CDC)  expressed by LM  required  for  escape  from vacuole 
into  the  cytoplasm  (Soltani,  Hotze  et  al.  2007)  to  proliferate  and  disseminate 
into the neighbouring cells via actin comets or tails. This finding was consistent 
with  a  recent  report  showed  that  simvastatin  treatment  on  endothelial  cells 
protects  from  pneumolysin,  a  cytolysin  secreted  by  Streptococcus  pneumoniae 
(Rosch, Boyd et al. 2010). 
The  antimicrobial  activity  of  statins  could  also  be  attributed  to  their 
immunomodulatory  effects,  as  they  have  been  reported  to  exhibit 
immunomodulatory functions (Kwak, Mulhaupt et al. 2000). Statins induced Th1 
cytokines  in  human  peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC),  where 
simvastatin and lovastatin induced the production of IL‐1β in a dose‐dependent 
manner. On the other hand, high concentrations of statins reduced the release of 
IL‐1Rα  and  IFN‐γ.  In  another  study,  statins  showed  inhibitory  effects  on  the 
production  of  IL‐2  in  a  dose‐dependent  manner  (Montero,  Hernandez  et  al. 
2000).  Statins  were  also  able  to  polarize  immune  responses  towards  Th2 
cytokines  Graft‐Versus‐Host‐Diseases  (GVHD),  where  statin‐mediated 
protection  to  GVHD  was  partially  dependent  on  Stat6  phosphorylation  and 
another recent study reported that mice treated with atorvastatin or fluvastatin 
increases  IL‐4  and  IL‐10 producing CD4+ T‐cells.  In  addition,  serum  IFN‐γ  and 






study  showing  that  simvastatin  increased  LPS‐induced  IL‐12p40  and  TNF‐α 
production  in  peritoneal  macrophages  by  a  mechanism  involving  AP‐1  and 
C/EBP  transcription  factors.  The  effect  of  simvastatin  on  LPS‐induced  pro‐
inflammatory  cytokine  was  mediated  by  the  inhibition  of  the  prenylation 












the  exogenous  addition  of  mevalonate,  farnesylpyrophosphate  and 
geranylgeranylprophosphate  reversed  the  statin‐mediated  effect  on  IL‐12p40. 
This  indicated that the simvastatin‐mediated effect on IL‐12p40 may be due to 
inhibition  of  prenylated  proteins  rather  than  depletion  of  cholesterol 
(Matsumoto, Einhaus et al. 2004). These data show that the decrease in bacterial 




Thus,  we  investigated  activation  of  macrophages  following  statin  treatment. 
Simvastatin  suppressed  expression  of MHC‐II  in macrophages  following  IFN‐γ 
activation,  this  inhibitory  effect  was  reversed  by  the  addition  of  exogenous 
mevalonate.  Furthermore,  we  found  that  simvastatin  has  no  effect  on 
constitutive  expression.  Our  results  show  that  simvastatin  can  modulate 
immune  response  by  decreasing  MHC‐II  expression  induced  by  IFN‐γ  in 
macrophages. It has been shown that effect of statins on expression of MHC‐II in 
IFN‐γ  activated  cells  is  attributed  to  the  down  regulation  of  inducible  class  II 
transactivator  promoter  IV  (CIITA), which  in  turn  lead  to  reduction  in MHC‐II 
expression and  thus decreasing T cell activation  (Kwak, Mulhaupt et al. 2000). 
Our  results  are  consistent  with  previous  results  showed  that  statin  mediated 
reduced  MHC‐II  expression  was  abrogated  following  mevalonate 
supplementation  (Vaughan,  Gotto  et  al.  2000).  Importantly,  statins  specifically 
target  IFN‐γ  induced  expression  of  MHC‐II  and  has  no  effect  on  constitutive 
expression  of  MHC‐II  on  human  dendritic  cells  (DC)  and  B  lymphocytes 
(Pedersen 1999). 
Given  that  statins had a potential  role  to alter  the outcome of  infection and  to 
complement our findings with LM infection in vivo. In the third part of the study, 
we  investigated  the  role  of  statins  during  Mtb  infection  following  aerosol 
challenge in mice, which closely reflects the natural route of infection in humans. 
Mice treated with statins for long duration before and after Mtb infection, owing 
to  slow  growing  nature  of  mycobacterium.  In  this  experiment,  we  compared 
















in growth of Mtb  in  lungs. This discrepancy among statins could be due  to  the 
highest half‐life (19 hours) of rosuvastatin as compared to simvastatin (3 hours) 
or atorvastatin (14 hours), which could explain the reduced burden in lungs of 
rosuvastatin‐treated  mice.  Moreover,  lung  histopathology  revealed  smaller 
microabscesses  in  statin‐treated  mice  as  compared  to  control,  indicating  less 
inflammation.  An  in  vivo  result  in  present  study  shows  that  statin  influences 
primary infection and dissemination of Mtb  in mouse model of tuberculosis. To 
our knowledge,  this study provides the  first evidence of  the beneficial effect of 
statins on growth of Mtb in vivo. 
In  order  to  explore mechanism  underlying  the  protective  effect  of  statins,  we 
hypothesized  whether  statin  treatment  influences  the  maturation  of 
phagosomes or autophagy  in macrophages. These are  the  two major pathways 
which  can  eliminate  intracellular  pathogens.  Simvastatin‐induced  reduction  in 
cholesterol  in  macrophages,  counteract  phagosomal  maturation  inhibition,  as 
shown  by  increased  association/colocalization  of  phagosome  containing  GFP‐
expressing Mtb  with  early  endosomal  antigen  1  (EEA1)  followed  by  the  late 
lysosomal‐associated membrane protein  1  (LAMP1).  This  suggests  that  statins 
influences  phagosomal  maturation,  which  in  turn  results  in  clearance  of 
intracellular Mtb.  These  findings  are  in  line with  a previous  report  showed an 
increased  association  of  Salmonella‐containing  vacuole  (SCV)  with  the  late 
endosomal marker, cathepsin D (Catron, Lange et al. 2004). One of the main host 
defense  mechanisms  against  intracellular  pathogens  is  the  maturation  of 
phagosomes to phagolysosomes, providing a hostile environment important for 
efficient  killing.  Once  internalized  by  macrophages,  Mtb  associate  with  lipid 
droplets,  which  are  cholesterol  rich  depot  (Russell,  Cardona  et  al.  2009). 
Cholesterol is reported to accumulate at endosomes in order to delay and inhibit 
phagolysosmal maturation (Kondo and Kanai 1976; Manes, del Real et al. 2003). 














As  an  alternative  host  defense  mechanism,  autophagy  is  induced  during 
infection to limit L. monocytogenes (Rich, Burkett et al. 2003) and M. tuberculosis 
growth (Singh, Davis et al. 2006; Py, Lipinski et al. 2007; Deretic 2008). Here, we 
showed  an  increased  association/co‐localization  of  GFP‐expressing  M. 
tuberculosis  with  LC3‐II,  a  marker  of  autophagosomes  that  remain  on 
phagosomes  even  after  fusion  with  lysosomes,  following  treatment  of 
macrophages with simvastatin. The effect of statin on autophagy is  in line with 
recent report showed induction of autophagy in prostate cancer cell line (PC‐3), 
which  is  mediated  by  the  inhibition  of  geranylgeranyl,  an  intermediate  of 
mevalonate  pathway  (Parikh,  Childress  et  al.  2010).  Here,  we  demonstrate 
mechanistically  for  the  first  time  that  blocking  cholesterol  by  simvastatin 
induces  phagosomal  maturation  as  well  as  autophagy.  Hence,  counteract Mtb 
evasion  strategies  involving  cholesterol,  leading  to  subsequent  more  efficient 
host protection against Mtb. The finding was in agreement with report showed 
that induction of autophagy is critical to eliminate Mtb  from human and mouse 
macrophages  (Gutierrez, Master  et  al.  2004; Yuk,  Shin  et  al.  2009). A previous 
published study has reported the role of autophagy gene variant IRGM‐251T in 
contributing  protection  from  tuberculosis  (Intemann,  Thye  et  al.  2009).  In 
addition,  autophagy has been  shown  to play  a  key  role  in  innate  and adaptive 
defense against other intracellular pathogens (Deretic 2009; Jagannath, Lindsey 
et al. 2009).  
We  explored  phagosomal  maturation  or  autophagy  in  macrophages  infected 
with Mtb. This could not be investigated in the LM infection model as it escapes 
quickly  from  phagosome  and  rapid  proliferation  of  cytosolic  bacteria  impairs 
visualization  of  the  very  small  number  of  phagosomal  listeria  and  therefore 





2007).  LM  can  be  internalized  by  the  autophagic  vacuole  which  is  then 
subsequently degraded by lysosomal fusion (Rich, Burkett et al. 2003). However, 



















LM  or  homologue  of Mtb.  We  found  no  difference  in  extracellular  growth  of 
either Mtb or LM in culture broth medium in the presence or absence of statin 
supplementation.  Therefore,  it  is  unlikely  that  observed  reduction  in 
intracellular bacterial growth was a function of direct inhibitory effect of statins 
on  bacterial  HMG‐CoA  reductase.  In  contrast,  studies  have  reported  a  direct 
inhibitory  role  of  statins  on  fungal  growth  in  culture medium. However,  these 
fungicidal effects were achieved at very high doses of statins, which extrapolated 
to  clinical  doses  in  patients  largely  exceeding  the  recommended  daily  dose 
allowance (Qiao, Kontoyiannis et al. 2007; Nyilasi, Kocsube et al. 2010; Fowler, 
Cooper  et  al.  2011).  One  possible  explanation  for  the  difference  between 




Recent  evidence  suggests  that  L.  monocytogenes  posses  its  own  HMG‐CoA 
reductase, but  it  is  least  sensitive  to  statins. Conflicting evidence  suggests  that 
the Mtb genome contains an HMG‐CoA reductase orthologue (Lamb, Kelly et al. 
1998;  Bellamine,  Mangla  et  al.  2001).  However,  other  research  groups  were 
unable  to  identify  these  genes  in Mtb  (Cole,  Brosch  et  al.  1998;  Boucher  and 
Doolittle 2000; Bailey, Mahapatra et al. 2002). 
The  success  of  intracellular  bacterial  pathogens  to  survive  and  proliferate  in 
host cells requires multiple adaptation process. One of such process is to adapt 
their  metabolism  to  harness  host  nutrients  that  can  be  used  as  alternative 
carbon  source  which  is  critically  linked  to  pathogenesis  (Munoz‐Elias  and 
McKinney  2006;  Brown,  Palmer  et  al.  2008).  For  instance,  LM  exploits  host 














are  the  most  widely  exploited  carbon  sources  by Mtb  during  proliferation  in 
BMDM. The dependency  on  these  carbon  substrates  particularly  fatty  acids  or 
cholesterol  is  further  reflected  during  acute  and  persistent  phase  of  Mtb 
infection mice  (McKinney, Honer  zu Bentrup et  al.  2000). The  identification of 
homologous mammalian cell entry (mce) operon recently in Mtb encode for lipid 
transporters  and  metabolism  of  the  imported  substrates  (Joshi,  Pandey  et  al. 
2006;  Casali  and  Riley  2007).  The  uptake  of  cholesterol  via mce4  operon  and 
catabolism is required  for  the mycobacterial growth  in activated macrophages. 
Therefore, Mtb  can  use  fatty  acids  and  cholesterol  as  carbon  source  (Van  der 
Geize, Yam et al. 2007). Furthermore,  the deletion  in  the mce operons showed 
marked decrease in virulence in mouse model of tuberculosis (Gioffre, Infante et 
al. 2005). 




impaired  cellular  uptake  of  LDL‐cholesterol,  which  consequently  results  in 
increased serum LDL‐cholesterol levels. Statins are the first line of drugs for the 
treatment  of  patients with  hypercholesterolemia.  By  investigating  PBMC  from 
FH  patients  on  statin  therapy,  we  studied  effect  statins  at  physiological 
concentrations  (1‐15  nmol/L  in  serum)  in  human  (Linda  Björkhem‐Bergman 
2011), without the solvent (DMSO) that are present in the in vitro experiments. 
Here,  we  conducted  a  small  pilot‐study  where  PBMC  from  FH  patients 




both  groups  reflecting  that  reduced  growth  in  FH  patients  was  not  due  to  a 
defect  in  initial  uptake.  It  is  noteworthy  to  mention  that  statins  are 


















Here,  we  provide  evidence  that  statins  can  induce  host  protective  functions 
against L. monocytogenes and M. tuberculosis  infection, which  is summarized  in 
Figure 1.  
 
Figure  1.  Proposed  model  on  statin‐mediated  protection  against  LM  and  Mtb 
infection. 
Statins  targets  LLO‐mediated  vacoular  escape  of  LM  by  limiting  the  availability  of 
cholesterol  required  for  the  binding  and  activity  of  LLO  and  enhanced  phagosomal 
maturation  and  autophagy,  results  in  clearance  of Mtb  in  macrophages  by  reducing 
intracellular cholesterol. 
 
In  addition,  another  study  from  our  lab  (unpublished,  Hartley  2010)  shows 
similar  statin‐mediated  host  protective  responses  in  macrophages  and  mice 
infected  with  a  protozoan  parasite  Leishmania major.  Naturally  resistant  and 
susceptible  mice  strains  show  reduced  parasitemia  in  footpads  and  draining 
lymph  nodes  following  simvastatin  treatment  compared  to  control  groups.  A 
major  finding  of  this  study  was  that  parasite  burden  in  the  draining  cervical 












lesions.  These  findings  suggest  a  potential  use  for  statins  as  an  ointment  in 
patients with  cutaneous  leishmaniasis  caused by L. major.  Local  application  of 
statins has already been used in the field of osteology, where topical fluvastatin 
applied  at  the  site  of  bone  implants  enhanced  the  healing  process  (Ayukawa, 
Yasukawa  et  al.  2009;  Moriyama,  Ayukawa  et  al.  2010).  Similar  results  were 
obtained  after  local  injections  of  simvastatin  at  the  site  of  bone  injury  in  rats 
which was attributed, at  least  in part,  to a suppression of macrophage‐derived 
osteoclasts  (Ayukawa,  Yasukawa  et  al.  2009),  perhaps  inferring  to  their 
immunomodulatory function. 
However,  it  is  important  to  mention  that  pharmacological  modulation  of  the 
cholesterol  biosynthesis  pathway  using  statins  could  offer  an  advantage. 
Targeting a  rate‐limiting enzyme (HMG‐CoA reducatse) at  the beginning of  the 
pathway,  as  all  enzymes  in  cholesterol  biosynthesis  pathway  are  not  rate‐
limiting and therefore their inhibition might not be sufficient to alter prenylation 
and  isoprenoids  branch  points  but  sufficient  to  alter  intracellular  cholesterol 
levels. There is also a possibility that residual non rate‐limiting enzymes of this 
pathway  are  enough  to  keep  it  operational  (Bengoechea‐Alonso  and  Ericsson 
2007).  Thereby,  increasing  specificity  and  decreasing  the  impact  on  other 
metabolites  of  the  mevalonate  pathway.  Additional  studies  by  sequentially 




In  conclusion,  the  results  presented  in  this  thesis  revealed  a  protective  and 
therapeutic effect of statins  in experimental models of  infectious diseases such 
as  listeriosis  and  tuberculosis.  Thus,  inhibiting  the  mevalonate  pathway  by 
statins can  induce host protection against  intracellular pathogens reflecting  its 
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to uncover  the role of other  intermediates  from branch points of  the pathway  to 
identify new drug targets. 
Objectives 
(A)  To  identify  host  defence  mechanisms  between  untreated  and  statin‐treated 
peripheral  blood mononuclear  cells  from  patients  with  active  TB,  statin‐treated 
patients with hypercholesterolemia and healthy controls. 
 
(B)  To  determine  gene  and  protein  expression  profiles  between  untreated  and 
statin‐treated  human monocytic  cell  lines  to Mtb  infection  using microarray  and 
proteomics. 
 
(C) To  functionally evaluate  target genes by  siRNA and  inhibitor  screening using 
chemical  analogues  in human monocytic  cell  lines or primary  cells  infected with 
Mtb.  The  specificity  and  affinity  of  the  target  genes  will  be  further  investigated 
using chemical analogues. 
Significance 
The study will provide a better understanding of the host cholesterol biosynthesis 
pathway. This will intensify the search for novel host‐directed drug targets against 
tuberculosis. 
Novelty 
The approach of using well  tolerated drugs  in humans such as statins, which has 
no direct effect on bacterial reductase itself are likely to overcome the limitation of 
widely used antibiotics which often result in drug‐resistance. 
